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CAPITULO I.- I N T R O D U C C I O N
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En los ûltlmos anos, el ndnero de casos clînicos conec- 
tados con el proceso de formaclôn y lisis de codgulos de fibri­
na en el organisme ha incrementado notablemente. Actualmente , 
enfermedades cardio-vasculares junto con accidentes en carrete- 
ra y cSncer constituyen las causas primeras de mortalidad mun- 
dial.
La Organizaciôn Mundial de la Salud (O.M.S.) en las es- 
tadlsticas anuales de 1979 y 1980, suministra los sigulentes 
datos:
En Estados Unidos, de un total de 1.899.597 muertes re- 
gistradas en 1977, 978.527 se deben a enfermedades del 
sistema circulatorio, cifra que represents el 51%.
En Espana, de un total de 298.192 muertes registradas 
en 1975, 131.343 se deben a dicha causa, lo que repre­
sents un 44%; en 1976, de un total de 299.007 muertes 
registradas, el 44,9% fueron debidas a dichas enferme­
dades .
En el campo de la investigaciôn el tema coagulaciôn-fi- 
brinolisis ha despertado un gran interês debido al complejo sis 
tema de mécanismes involucrados en el proceso, asi como a la ur 
gencia de llegar a una soluciôn clïnica. Si bien la mayorfa de 
los estudios realizados hasts el mornento han estado centrados
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en el campo de la coagulaciôn con un enfoque en terapia anticoa 
gulante, en el campo de la fibrinolisis con proyecciôn profilée 
tica se ha trabajado comparativamente mucho menos.
En el présente trabajo se. ha pretendido llevar a cabo 
un estudio de los mecanismos de acciôn del sistema plasminôge- 
no-plasmina sobre la fibrinolisis y obtener informaciôn bâsica 
sobre los aspectos quîmico-fXsicos implicados en la disoluciôn 
del coâgulo de fibrina. Estos estudios estSn encaminados a pos^ 
bles aplicaciones terapeûticas en las enfermedades vasculares, 
sobre todo para los casos en que una terapia anticoagulante es­
té contraindicada.
En la primera parte de esta introducciôn se darâ una 
visiôn general de los fenômenos de hemostasia, coagulaciôn y 
fibrinolisis en sus aspectos estructurales, dinâmicos y patolô- 
gicos. En la segunda parte se harâ un estudio qufmico-fIsico 
del Sistema Fibrinolitico, tanto de sus componentes como de su 
mecanisino de acciôn, para llegar a plantear las bases bioqufmi- 
cas para una terapia, asf como las cuestiones que aôn permane- 
cen sin resolver. Por ûltimo, en funciôn de lo anterior, se ex- 
pondrân los objetivos de este trabajo.
I.I.- HEMOSTASIA. COAGULACION. FIBRINOLISIS.
ASPECTOS GENERALES.
Todas las propiedades importantes de la sangre depen- 
den del hecho de hallarse continuamente en movimiento; la loca- 
lizaciôn estructural de este continue fluir es el vaso sanguf-
»
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neo. El binoinio vaso-sangre es inseparable al abordar el tema 
de la hemostasia.
El término hemostasia Incluye un nômero de mecanismos 
relacionados entre si que garantizan la fluidez de la sangre en 
los vasos y la prevenciôn de la hemorragia desde un vaso roto o 
danado.
El principio bâsico de la técnlca de cierre ante un da 
no vascular consiste en la formaciôn de un coâgulo que évita 
que se siga sangrando y actûa como un tapôn provisional hasta 
que los tejidos subyacentes se hayan reparado.
La formaciôn de este tapôn heraostStico, que impide la 
pérdida de sangre, es uno de los mecanismos mâs eficientes di- 
senado por el organisme para la homeostasis de su raedio interno 
mâs vital. Su alta eflciencia es necesaria para el control de 
la hemorragia que puede acontecerle durante los muchos y varia- 
dos ataques externes a lo largo de su vida taies como el parto, 
el nacimiento, el ciclo sexual femenino, etc.
La eflciencia hemostâtlca es funciôn de la coagulaciôn 
sangulnea, la formaciÔn del tapôn plaquetario y de la conserva- 
ciôn de la integridad vascular. Esta eflciencia depende funda- 
mentalmente del perfecto control de estos mecanismos que cuando 
fracasan por motivos congénitos o adquiridos, pueden llevar a 
una trombosis o a una ateroesclerosis vascular.
En hemostasia se tienen que considerar:
1.- Los sistemas implicados en el fenômeno: sistema vascular, 
sistema plaquetario, sistema de coagulaciôn, sistema fi-
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brinolltico y sistemas asociados (calicreina-qulnina, pro£ 
taglandinas, complemento sérico, leucocitario y renina-an 
giotensina).
2.- Los mecanismos horaeostSticos implicados en la coordina- 
cidn de los elementos de cada sistema, asi como en las 
interacciones de unos sistemas con otros.
Los componentes estructurales principales del mécanis­
me hemostâtico son; la pared vascular, las plaquetas (hemosta­
sia primaria) y el plasma, en el cual acontecen los mecanismos 
de coagulaciôn y fibrinolisis. (Ver esquema n** 1).
Papel del sistema vascular en hemostasia.- El sistema 
vascular tiene tres funciones principales en hemostasia:
1.- La integridad vascular mantiene el flujo de sangre cons­
tante. En caso de herida, cuando la elastina y el colSge- 
no del subendotelio vascular estân expuestos a la sangre, 
las plaquetas comienzan a adherirse en la zona danada pa­
ra posteriormente agregarse.
2.- Los vasos danados emiten sustancias tisulares que activan 
el sistema de coagulaciôn, con lo que se refuerza el coâ­
gulo plaquetario.
3.- La célula endotelial de los vasos contiene un factor anti- 
trombina y anti-agregaciôn para reducir o prévenir la for >> 
maciôn de trombos una vez que la hemorragia esté contro- 
lada.
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Papel de las plaquetas en hemostasia. Agentes coagu­
lantes derivados de los mega.cariocitos, las plaquetas contribu- 
yen al proceso hemostâtico con las sigulentes funciones;
1.- Soporte endotelial. Al lado de la herida, las plaquetas vie 
nen a formar parte del subendotelio expuesto.
2.- FormaciÔn del tapôn hemostâtico via adhesiôn a colâgeno y 
cohesiôn de unas con otras.
3.- Metamorfosis (formaciÔn de pseudôpodos) y liberaciôn granu­
lar de los factores plaquetarios (ADP, serotonina, trombos- 
tenina, etc).
Papel del plasma en hemostasia. En el plasma se dan 
dos mecanismos considerados complementarios, uno suministrando 
fibrina (coagulaciôn) y otro removiéndola (fibrinolisis).
La coagulaciôn es el resultado de una cadena de reac- 
ciones enzimâticas por las cuales una proteina del plasma - fi- 
brinôgeno (factor I) -, es transformada en una red de fibrina. 
El sentido del mecanismo es transformer el tapôn plaquetario 
(hemostasia primaria) en un tapôn hemostâtico estable para el 
posterior mantenimiento de la hemostasia.
Cada enzima del sistema de coagulaciôn sangulnea tiene 
un zimôgeno (precursor) que se activa por la enzima activa que 
le precede en la serie. El resultado final es la formaciÔn de 
trombina. La trombina rompe 4 péptidos pequenos de cada molôcu- 
la de fibrinôgeno trans formândolo en monômero de fibrina, el 
cual poliraeriza originândose el coâgulo sangulneo.
Los pasos bâsicos del sistema fueron estudiados hace
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75 anos por Morawltz (1). En las ûltimas décadas se han realiza 
do multiples trabajos referentes al tema, aûn asi, ha sldo re- 
cientemente cuando se ha reunido suficlente informaciôn para di 
lucidar el mecanismo molecular que tiene lugar durante la acti- 
vaciôn de las enzimas de coagulaciôn. Casi todos los factores 
se han descubierto mediante estudios en individuos o families 
con deficiencies genéticas en los cuales la ausencia de una en­
zima particular causa anormalidades en el sistema de coagula­
ciôn. En las Tablas I y IT vienen indicados los factores de coa 
gulaciôn as! como su naturaleza y concentraciôn en plasma. En 
el esquema n® 2 viene representado el mecanismo en cascade de 
los factores. Este mecanismo es considerado como un amplifica- 
dor biolôgico, con una serie de mecanismos de retroalimentaciôn 
positiva y negative para modular la ganancia de la amplifica- 
ciôn.
Como puede observarse exlsten dos vlas de activaciôn: 
via extrInseca (factores tisulares) y via intrinseca (factores 
plasmâticos); que convergen en el factor Stuart para seguir una 
via comûn hasta la formaciÔn de trombina. Como ya se dijo, la 
trombina es la responsable de la formaciÔn de fibrina. En el 
esquema n“ 3 estS representado este ûltimo paso de la coagula­
ciôn .
El factor XIII o factor cstabilizante, es una transami 
dasa que va a formar uniones e-(y-glutamil)lisina entre las ca 
denas Y-Y y u-u del fibrinôgeno, originândose una fibrina asta­
ble y dificilmente disociable.
El otro mecanismo hemostâtico que acontece en el plas-
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TABLA 1
Factores de coagulaciôn
Factores Sinônimos Tipo de proteina
I
II
III
IV
V
VI
VII
v in
IX
XI
XII
XIII
Precalicreina 
Qüininôgeno de 
alto p.m.
Fibrinôgeno
Protrombina
Tromboplastina
tisular
Calcio
Proacelerina
Sin asignar
Proconvertina
F. antihemofilico
F. Christmas o 
tromboplastina 
plasmâtica
F. Stuart
Antecedente de la 
tromboplastina del 
plasma (PTA)
F . Hageman
Factor estabilizan- 
te de fibrina (FSF)
F. Fletcher 
F. Fitzgerald
Fibrina-funcional
Precursor de serino- 
proteasa
Liso-proteina
Catiôn
Co-factor (F. Xa)
Precursor de proteinasa
Precursor de serino-pro- 
teasa. Co-factor (F. IX)
Precursor de serino- 
proteasa
Precursor de serino- 
proteasa
Precursor de serino- 
proteasa
Precursor de serino- 
proteasa
Precursor de transamidasa
Precursor de serino-proteasa 
Co-factor
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TABLA II 
Factores de coagulaciôn
1. FACTORES DEPENDIENTES DE VITAMINA K
Factor PesoPrecursor
molecular
Forma activa
Concentraciôn en plasma 
(1 ml)
II 72.000 38.000 200 ug
VII 45.000 2 ug
IX 57.400 46 .500 3-4 yg
X 55.000 44 .000 6-8 yg
2. FACTORES SENSIBLES A TROMBINA
I 340.000 330.000 2-3 ug
V 690.000
VIII 10 yg
XIII 320.000 140.000
3. FACTORES DE CONTACTO
XI 124 .000 16.000 7 ug
XII 75.000 75.000 40 yg
F.Fitzgerald 120.000 80 y g
F.Fletcher 107.000 107.000 20-40 yg
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Esquema 2
Mecanismo en cascada de la coagulaciôn
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f
XIII
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ESQUEiMA 3
Proteolisls
Trombina
Fibrinôgeno — r---^  Monômero (aSvN
(AaBBY)2 \  fibrina
péptidos A+B
Polimerizaclôn
Honômero ^ _________Pollmero («By) 2 P
Pollmero-------- ^  Fibrina soluble
Estabilizaciôn Fibrina.
F.XIIIa 
2+Ca
\
Fibrina estabilizada
NH. (apBY2>2P
ma y que es complementerlo al 4® coagulaciôn es la fibrinoli­
sis .
La Fibrinolisis es la disoluciôn de la fase sôllda de 
fibrina en unos productos solubles denominados PDF (productos 
de degradaciôn de la fibrina). La fibrina se disuelve de varias 
maneras, pero el término fibrinolisis se reflere a la disolu­
ciôn enzimâtica mediada por el sistema fibrinolîtico (en la se­
gunda parte de esta introducciôn se estudiarâ con détails dicho 
sistema), cuyos componentes son; la enzima plasmlna, su zimôge­
no plasminôgeno, los activadores y los inhibidores.
La cadena de reacclones que conducen a la fibrinolisis 
es un ejemplo de un principio general en el organisme: una re- 
gulaciôn basada en: a) activaciôn a través de proteolisis limi-
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ESQUEMA 4 .
FIBRINA --------5P- PDF ----
1
PLASMINOGENO — ^PLASMINa I —  {INHIBIDORES }
t
ACTIVADORES ^  INHIBIDORES
X(250)
\(150) °
/\
2(50) °(90)
tada por activadores especlficos pro-enziraSticos, y b) uni6n de 
la enzima activa a inhibidores (Esquema n* 4).
El mécanisme fibrinolltico tiene la funcidn fisiolôgi- 
ca de limiter la persistencia de la fibrina a las necesidades 
hemostâticas del organisme.
üna vez vistes en lineas générales les componentes es- 
tructurales del mécanisme hemostâtico: sistema vascular y pla- 
quetarie (hemostasia primaria) y plasma (ceagulaciôn y fibrine- 
lisis), vamos a ver cerne êstes interaccienan entre si y anali- 
zar les aspectes DINAMICOS de la hemostasia para llegar a le 
que se ha deneminade; Equilibrio trembe-hemerrâgice.
Astrup (2) fué el priraero que intreduje el têrmine 
equilibrio hemostâtico, refiriéndese principalmente al equili­
brio entre coagulaciôn y fibrinolisis. Inherente a este cencep- 
to estaba el hecho de que una lenta pero constante coagulaciôn 
intravascular ocurre en el organisme y que la fibrina asi for- 
raac.a es continuamente eliminada per el sistema f ibrinelitico.
El concepte fuê revisado per Hjort y Hasselback (3) en 1961, 
llegando a la conclusion de que "la teoria de la hemostasia con
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tinua no puede ser aceptada nl rechazada por falta de informa- 
ciOn”. Observaclones hechas desde este afio indican que existe 
un mecanisrao mis extenso al que Stormaken ha denominado equili­
brio trombo-hemorrâgico (4) .
Vamos a ver primero las bases teOricas de este concep- 
to y posteriormente analizar la evidencla reciente que lo apoya. 
La interacciOn esencial entre los principales componen 
tes del mecanismo hemostâtico: la pared vascular, las plaquetas 
y el plasma; viene ilustrada en al esquema n* 5.
ESQUEMA 5
VASO Les16n
Activadores 
de la pared 
vascular
Colâgeno
PLAQUETAS
t
F.v.W FP3
PLASMA
AdhesiOn
LiberaciOn
AgregaciÔn
Trombina — Fibrina
TROMBOSIS
HEMOSTASIA
S. fibrinolltico - —  Plasmina
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Los vasos suministran el sustrato necesario para la 
adhesiOn de las plaquetas, representado por el colâgeno, las 
plaquetas a su vez suministran el factor plaquetario 3 (FP3), 
que es necesario para el proceso intrïnseco de coagulaciOn, el 
plasma suministra el factor v. Willebrand (F.v.W.) que es nece­
sario para que las plaquetas se adhieran a la pared vascular. 
Por otro lado, el activador mâs importante del plasminôgeno es 
el activador de la pared vascular que es liberado a la sangre 
por una senal procédante o de la trombina o de otros productos 
del mecanismo de coagulaciôn. Asi pues, tenemos que el equili­
brio es un mecanismo de retroalimentaciOn con la formaciôn de 
fibrina estimulando la liberaciOn del activador fibrinolitico.
Estudios recientes demuestran también que existe un 
mecanismo de defensa contra la adhesiôn/agregaciôn plaquetaria 
a la pared vascular. Este mecanismo aûn no estâ esclarecido del 
todo, pero se piensa que del sistema de prostaglandinas de la 
pared vascular, proceden compuestos anti-agregantes y vasodila- 
tadores (5). La prostaciclina (PGIj) se forma del âcido araqui- 
dÔnico (AA) y la prostaciclina (PGI^) del âcido eicosapentanoi- 
co (EP), ambas agentes anti-agregantes (6). A la vez se produ- 
cen ADP-asas que rompen el ADP liberado, inhibiendo asi la pos­
terior propagaciôn del proceso (7, 8). Estâ claro, que la hemos 
tasia normal depende del estado de cada uno de los componentes, 
segün se indica en el esquema n® 6.
üna hiperactividad del mecanismo de coagulaciôn o de 
las plaquetas (— ^) o funciones déficientes del sistema fibri-
— 16'*
ESQUEMA 6
Activador 
î plasma
P3 asminaAT-III
Trombina FibrinaCOAGULACION
adh. liber, —  agreg.PLAQUETAS
—  ADP—asa
PGI- . PGI
Pared 
vascular
AA
EP
nolltico o del mécanisme de defensa de la pared vascular (-- ),
conducirân a estados trombôticos y una situaclôn opuesta condu- 
cirâ a estados heraorrâgicos.
Hay que tener presents el hecho de que no solamente 
existe un equilibrio entre los principales componentes del me­
canismo, sino que también exista un equilibrio entre los ele- 
mentos de cada uno de los con^onentes entre si.
F.n el mecanismo de coagulaciôn el factor principal de 
equilibrio es el inhibidor Antitrombina III que actûa principal 
mente sobre trombina y factor X^, su actividad esté acelerada 
por la heparina. Por otra parte, la trombina también activa o 
desactiva a los factores VIII y V e influye en el comportamien- 
to plaquetario. El siSteina fibrinolitico nmestra un equilibrio 
similar, existen los inhibidores a nivel de activaciôn y tam-
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bién existe un eficiente mecanismo por parte del inhibidor an- 
tiplasmlna en la neutralizaciôn de la plasmina.
A nivel plaquetario, el equilibrio es muy frâgil pues 
se requiere el funcionamiento adecuado de muchos procesos sepa- 
rados para lograr una hemostasia normal. Entre ellos estân: el 
estado de las moléculas de colâgeno, el estado de los recepto- 
res de la membrana plaquetaria (ej. sindrome de Bernard-Soulier 
y trombastenia), liberaciôn/actlvaciôn de fosfolipasa A2, la 
composiciôn y disponibilidad de fosfolîpidos de membrana, la 
liberaciôn del âcido araquidônico, el funcionamiento de ciclo 
oxigenasa en la formaciôn de prostaglandina (PGG^) y de trom 
boxano sintetasa en la producciôn de tromboxano A 2 (TXAj), al- 
raacenamiento de ADP, etc.
Hasta ahora, solamente se han identificado deficien- 
cias en colâgeno, receptores de membrana, ciclo oxigenasa y al- 
macenamiento de ADP como causantes de desôrdenes hemorrâgicos. 
Las posibilidades de que el mecanismo sea hiperactivo y por con 
siguiente trombogénico son multiples.
Por ûltimo, en esta primera parte de la introducciôn 
vamos a ver la evidencla que existe sobre la existencia de es­
te equilibrio trombo-hemorrâgico, lo cual nos permits abordar 
el tema de la hemostasia en su ASPECTO PATOLOGICO.
A nivel de la interacciôn pared vascular-plaquetas , 
existen pacientes con trombosis récurrentes que poseen colâgeno 
hiperactivo (9), indicando asi el papel de la pared vascular en 
la trombosis venosa. Esto se apoya también con los casos descri
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tos de pacientes con tendencias hemorrâgicas que poseen coiâge- 
no hiperactivo (1 0 ).
Factores taies como hiperlipemia, presiôn sanguines , 
tabaco y diabetes, estân intlmamente conectados con.el desarro- 
llo de ateroesclerosis, por lo que se conocen como factores de 
riesgo de contraer estas enfermedades cardiovasculares, aunque 
no existe un acuerdo unânime sobre su patogénesis. Sin embargo, 
hay evidencia de que el primer acontecimiento es una lesiôn en- 
dotelial que puede conducir a la perturbaciÔn del mecanismo de 
defensa de la pared vascular y consecuentemente permitir la de- 
posiciôn de plaquetas y fibrina.
En homocistinuria hay un dano endotelial muy pronuncia 
do con alta incidencia en ateroesclerosis (11). En la enferroe- 
dad de Tangier (deficlencla de lipoproteinas de alta densidad - 
HDL -), hay una gran Incidencia de ateroesclerosis y se ha de­
mos trado en cultives de cêlulas endotellaies que la HDL prote- 
je a las células de danos (1 2 ).
El Labaco increments el ndraero de cêlulas endotella­
ies circulantes; el tabaco también causa hiperfunciôn plaque­
taria y hay evidencla de su asociaciôn con producciôn de TXAj 
(13, 14) .
En diabetes, que es bien conocida por sus complicacio 
nés ateroesclerôticas, hay una hiperfunciôn plaquetaria y un 
incremento en la sintesis de TXA^ (15); expeilmentalmente se ha 
visto que el aumento de TXA^ produce una disminuciôn en la pro­
ducciôn de PGI2  por las arterias (.16) .
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Hay por lo tanto suficientes datos para afirmar que 
el primer efecto de los factores de riesgo es inducir lesiones 
en la zona endotelial. El modo en que estas lesiones se produ­
ces se desconoce, pero la posibilidad de que los factores de 
riesgo perturben el metabolismo normal de la pared vascular y 
de las plaquetas, para influir en la coagulaciôn y fibrinoli­
sis, parece évidente. A nivel de coagulaciôn sangulnea, el me- 
jor Indicio es la relaclôn que existe entre trombosis venosa y 
la deficiencia de Antitrombina III (17), una reducciôn de un 
50% de êsta, estâ asociado con una clara tendencia trombôtica. 
Se han descrito ejemplos de anomalies congénitas en las que 
hay un incremento en la producciôn de factor VIII o factor V, 
y que estân asociadas con un incremento de las tendencias trom 
bôticas (18). Egeberg (19) describiô un caso de una familia 
con un fibrinôgeno hipercoagulable que presentaba tendencias 
trombôticas. En la Tabla III vienen indicados algunos de los 
ejemplos mencionados de alteraciones en la coagulaciôn con teii 
dencias a trombosis.
La ingestiôn de estrôgenos (ej. pîldoras anticoncepti^ 
vas), produce un incremento en los factores indicados en la ta 
bla, pero una disminuciôn en la Antitrombina III. Las investi- 
gaciones epidemiolôgicas han demostrado claramente una tenden­
cia aumentada no sôlo a la trombosis venosa sino tambiën arte­
rial (2 0 ) .
Con relaciôn a los grupos sanguineos, el grupo A pré­
senta un perfil trombôtico con incremento en los factores 
VIII:c, VIII:AG y V pero disminuciôn en antitrombina; mientras
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TABLA III
Alteraciones en la coagulaciôn con tendencia 
a la trombosis.
- Disminuciôn de la inhibiciôn: deficiencias de Antitrombina
- Incremento de la actividad procoagulante;
Aumento congônito del factor VIII;c 
Aumento congénito del factor V 
Fibrinôgeno hipercoagulable
- Estrôgenos (factor II, VII, X, VIII)t
Antitrombina III 4.
- Grupos sanguineosî
A - (factor VIII;c, VIII;AG, V)+
Antitrombina III +
O - (factor VIII;c, VIII:AG, V)+
Antitrombina III +
que el grupo Ô présenta el perfil opuesto (21, 22). Investiga- 
ciones epidemiolôgicas muestran claramente que el grupo A es 
propenso a trombosis venosa y arterial, mientras que el grupo 
0 es propenso a hemorragias.
En relaciôn con la fibrinolisis, el defecto mâs comûn 
es probablemente la falta o la deficiencia en la liberaciôn del 
activador de la pared vascular. De acuerdo con Isacson y Nill- 
son (23), êsta es la causa mâs frecusnte de trombosis recurren 
te. También se han ehcontrado otras perturbaciones (Tabla IV) 
taies como, un incremento en el inhibidor fibrinolitico (24) ,
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TABLA IV
Alteraciones en el sistema fibrinolitico 
con tendencias a estados trombôticos o 
hemorrâgicos.
TROMBOSIS - Deficiencia del activador de la pared vascular 
Aumento del inhibidor fibrinolitico 
Deficiencia de plasminôgeno 
Plasminôgeno anormal
HEMORRAGIA - Deficiencia de a 2 ~antiplasraina
deficiencia de plasminôgeno o plasminôgeno anormal (25) y un pa 
ciente con deficiencies congénitas de (26), mo£
trando una enfermedad hemorrâgica semejante a la hemofilia.
Estas observaciones indican claramente la importancia 
del sistema fibrinolitico como mecanismo de defensa contra la 
trombosis venosa. Sin embargo, la importancia del sistema en 
la tr-^ rabosis arterial no es tan évidente; asi, en diabetes (27) 
y en pacientes hiperlipémicos en que el potencial fibrinolitico 
estâ reducido, el papel que âste juega en el desarrollo de la 
trombosis arterial y ateroesclerosis no se conoce (28).
La investigaciôn de este problems es urgente pues mu­
chos investigadores han observado infarto miocârdico y episo- 
dios arterio-cerebrales en gente joven con actividad fibrinoli- 
tica disminuida. En un estudio reciente Mettinger (29) encontrô 
insuficiencia fibrinolitica en 70% de 52 pacientes con desôrde­
nes isquémicos cerebro-vasculares.
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A continuaciÔn se van a exponer diverses aspectoS qui- 
mico-fîsicos del sistema fibrinolltico; tanto de sus componen­
tes como de su mecanismo de acciôn, para llegar a establecer 
los problemas que aûn permanecen sin resolver sobre el raismo, y 
plantear lo que se ha pretendido en el presents trabajo.
1,2.- SISTEMA FIBRINOLITICO
El sistema fibrinolitico es el sistema enzimâtico ca- 
paz de disolver coâgulos de sangre en mamiferos. Su papel no es 
sôlo el de eliminar fibrina del lecho vascular sino que también 
estâ implicado en otros fenômenos biolôgicos taies como: repa- 
raciôn de tejidos (30), transformaciones malignas (31), funciôn 
macrofaga (31), ovulaciôn (32). Aqui se tratarâ del sistema en 
trombolisis.
Observaciones de licuefaciôn de sangre coagulada y del 
incremento de fibrinolisis in vitro e in vivo, se remontan al 
siglo XVIII y XIX. La mayor parte de los componentes del siste­
ma fibrinolltico (Tabla v) han sido identificados entre 1930 y 
1950; Astrup (33) y Fearly (34) han hecho una revisiôn sobre ta 
les hallazgos.
En 1941, Milstone (35) mostrô que la lisis de la fibri 
na por la sustancia estreptocôcica descrita por Tillet y Garner 
(36) en 1933, dependia de un "factor" lltlco présente en el sue 
ro humano y Kaplan (37) y Christensen (38) encontraron que este 
factor lltico era un precursor enzimâtico que se convertia a en 
zima activa por el fluido bacteriano. Al precursor se le llamô
— 2 3 “
TABLA V
Componentes del sistema fibrinolltico
- Plasminôgeno
- Plasmina
- Activador tisular 
del plasminôgeno
- Activador vascular 
del plasminôgeno
- Activador vascular 
en sangre
- Estreptoquinasa
- Uroquinasa
- Factor Hageman
- Cofactor del factor 
Hageman
- Quininôgeno de alto 
peso molecular
- Precalicreina
- Antiactivadores
- Antiplasminas
Proenzima de la enzima fibrinolltica.
Enzima fibrinolltica activa.
Enzima présente en tejidos que convier 
te el plasminôgeno en plasmina.
Activador del plasminôgeno presents en 
las células endoteliales.
Activador del plasminôgeno presents en 
sangre.
Proteina estreptocôcica que activa el 
sistema fibrinolitico en plasma humano.
Activador del plasminôgeno procedente 
de orina o cultivos celulares de rinôn.
Proteinas del plasma implicadas en la 
activaciôn intrinseca del plasminôgeno,
Designaciôn general para los inhibido­
res de la activaciôn del plasminôgeno.
Designaciôn general para los inhibido­
res de plasmina.
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plasminôgeno, a la enzima plasmina y al factor estreptocôcico 
estreptoquinasa (39).
En 1947, Astrup y Permin (40), vieron que los tejidos 
de animales contienen un agente que puede activar al plasminô­
geno, este factor fué originalmente llamado fibrinoquinasa . 
MacFarlane y Pilling (41) encontraron actividad fibrinolltica 
en orina y Williams (42) demostrô que esto era debido a la pre- 
sencia de un activador del plasminôgeno que actualraente se de- 
nomlna uroquinasa,
El origen de la actividad fibrinolltica en sangre ha 
sido muy debatido, el agente fibrinolltico présente en sangre 
parece procéder del endotelio vascular, por lo que se le ha de 
nominado activador vascular del plasminôgeno (43). Hay eviden­
cia de que los activadores de la pared vascular y de los teji­
dos son similares o idénticos, pero que son diferentes a la uro 
quinasa (44, 45). Alternativamente, actividad activadora del 
plasminôgeno se puede provocar en la sangre via activaciôn del 
factor Hageman (46) . Esta activaciôn humoral del plasminôgeno 
requiere la presençia de otras proteinas. Se ha identificado 
una ruta que requiere factor Hageman, klninôgeno de alto peso 
molecular, prekalikreina y activaciôn de contacte (4 7, 48, 49).
En 1947, se viô que la sangre contiens sustancias que 
inhiben el proceso fibrinolitico. Los inhibidores de plasmina 
se denominan antiplasminas y los inhibidores de la activaciôn 
del plasminôgeno antiactivadores. Inhibidores de la activaciôn 
del plasminôgeno hay varios en el plasma; el 01-inactivador , 
principal inhibidor de la ruta intrinseca (50) antitrombina III,
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que en presençia de heparina inactive el factor Hageman (51), 
la Og-macroglobulina que inhibe a la kalikreina y por lo tanto 
puede jugar un papel en la regulaciôn de la fibrinolisis intrfn 
seca (52). En el plasma también estân présentes inhibidores del 
activador vascular; el conociraiento de estos inhibidores es aûn 
muy primario debido a que los métodos utilizados para su detec- 
ci6n son sensibles a los inhibidores de plasmina (53, 54). Los 
inhibidores de plasmina son: la a^-macroglobulina que reacciona 
lentamente con plasmina y sirve como inhibidor secundatio (59), 
y la a^-antiplasmina, inactivador fisiolôgico mâs importante 
descubierto por cuatro grupos independientes (55, 56, 57, 58) .
Plasminôgeno.- El plasminôgeno humano, presents en 
plasma a concentraciôn 1,5 - 2,0 pM, es una glicoproteina de ca 
dena sencilla de peso molecular 90.000 que contiens un 2% de 
carbohidrato. La secuencia primaria de la molécula ha sido di- 
lucidada por Magnusson, Wallen y Wiman (60, 61, 62, 63). Consta 
de 790-791 aminoâcidos y 24 puentes disulfuro (Figura 1).
El plasminôgeno nativo tiene âcido glutâmico como NHg- 
terminal, por lo que se le denomina Glu-plasminôgeno. Por di- 
gestiôn plâsmica limitada se convierte en formas modificadas 
con lisina, metionina o valina como NHg-terminal, denominando- 
sele Lys-plasminôgeno (64, 65). Esta conversiôn ocurre por hi- 
drôlisis de las uniones peptfdicas: Arg^^-Met^g, Lys.^ g-Lys.^ .^  o 
Lys77~Val7g.
El plasminôgeno contiens très regiones diferentes es- 
tructural y funcionalmente (66, 67):
ts to 
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1.- La regiôn N-termlnal (residues 1-82). Parte de ella (resi­
due 1-76) se sépara cuando el plasminôgene native se con- 
vierte en Lys-plasminôgeno; per ejemplo durante activaciôn.
2.- La regiôn de la cadena pelipeptldica que despuês de la act£ 
vaciôn se transforma en la cadena pesada (A) de plasmina 
(residues 77-560). De acuerdo con el modèle de Magnusson 
(60), contiene 5 estructuras deneminadas "bucles", en ferma 
de lazes estabilizades por très puentes disulfuro.
3.- La regiôn de la cadena polipeptîdica que despuês de la act^ 
vaciôn se transforma en la cadena ligera (B) de plasmina 
(residues 561-790). Este segmente contiens el centre activo 
de la enzima.
La regiôn N-terminal, segün Wiman y Wallen (68) , con­
tiens el heptapêptido de secuencia; -Ala^^-Phe-Glu-Tyr-His-Ser- 
LySgQ-, que tiene afinidad por otra porciôn de la cadena peli- 
peptldica. Esta interacciôn molecular confiere al plasminôgeno 
su estructura relativamente compacta. Esta regiôn también con­
tiens un lazo acîdico: -CySg^-Glu-Glu-Asp-Glu-Glu-Phe-Thr-Cys^^, 
formado per un puente disulfuro entre les dos residues cistelna.
La siguiente regiôn, residues 77-560, que contiens las 
5 estructuras hemôlogas e bucles que contienen los denominados 
sitios de uniôn a Lys (69, 70). El primer bucle poses dos luga- 
res, el 2®, 3® y 4“, un lugar cada une y el 5® carece de elles. 
Estos sitios se unen a êcides oj-aunine carboxilicos. El efecto 
funcional de los âcidos varia con la distancia entre el grupo 
w-amino y el grupo a-carboxilico (d), siendo el mSximo valor de
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0,7 nm y el ôptlmo probablemente de 0,567 nm. En el c-amlnp ca- 
prolco d=0,60 nm, y en el tranexâmlco d=0,58 nm (71).
Estos lugares son de especial interés pues a través de 
ellos el plasminôgeno (plasmina) probaüolemente se une tanto a 
la a 2 -antiplasmina como a la fibrina (72). Esta facultad del 
plasminôgeno de unirse a la Usina se utilisa para su purifica- 
ciôn, que se reallza por cromatograffa de afinidad en lisina 
insoluble segün el mêtodo introducido por Deutch y Mertz (73).
El Glu-plasminôgeno en sangre Humana, présenta una mi- 
croheterogeneidad llegSndose a obtener de un mismo plasma hasta 
12 formas moleculares distintas, se cree que orlginadas por di­
fférencias en la composiciôn de aminoâcidos y carbohidratos (es- 
pecialmente del contenido en âcido siâlico) (74, 75).
Las propiedades hidrodinâmicas del plasminôgeno vienen 
expresadas en la Tabla VI.
La activaciôn del plasminôgeno a plasmina tiene un pa­
pel clave en el proceso fibrinolitico. A nivel fisiolôgico, la 
activaciôn del plasminôgeno puede ocurrir de très modos distin- 
tos, como se indica en el esquema n“ 7.
La fibrinolisis intrinseca, recientemente revisada 
(77, 78), puede ocurrir por una o mâs vias que incluyen el fac­
tor XII (factor Hageman) , pre)calikreina (factor Fletcher) , ki- 
ninôgeno de alto peso molecular (factor Fitzgerald) y posible- 
mente otros componentes. El mecanismo exacto de su activaciôn, 
asi como su papel biolôgico, permanecen aün desccnocidos. Va­
ries inhibidores de esta activaciôn estân présentes en plasma: 
Cl-inactivador (50), un inhibidor del factor XII (79, 80), el
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ESQUEMA 7
Representaciôn esqueraâtlca de las vias de
activaciôn del plasminôgeno (---) y lugar
de acciôn de los inhibidores (---)
ACTIVACION INTRINSECA 
plasminôgeno 
BMW kininas 
prekalikreina -S^kal. -
Factor Xlla
Proactlvador act.
•«-- Cl-inactivador
 --  inhibidor de la activaciôn
del plasminôgeno
f—  CI-Inactivador
plasmina
sangre
vascular
tisular
complejo estrepto- 
quinasa-plasminaactivador
uroquinasa
anticuerpos
antiactivador? inhibidor?fibrina
plasminôgeno plasminôgeno
ACTIVACION EXTRINSECA ACTIVACION EXOGENA
Activador
Inhibidor
Cofactor
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complejo heparina-antitrorabina III (51) y la Cg^Macroglobulina 
(52) .
La ruta extrlnseca la llevan a cabo activadores tisula 
res, vasculares y plasmâticos. En muchos ôrganos, tejidos y se- 
creciones, existen activadores del plasminôgeno (81), taies co­
mo en corazôn de cerdo (82, 83, 84) y ûtero humano (85). Estos 
activadores parecen ser serino proteasas de peso molecular
60.000. También se ha purificado parcialmente un activador del 
plasminôgeno procedente de la sangre despuês del ejercicio (86). 
Parece que los activadores encontrados en la sangre son activa­
dores vasculares liberados a la misma, ya que estos activadores 
son similares o idénticos a los activadores tisulares. Una im­
portante propiedad del tipo de activador plasmético-vascular-ti 
sular es su gran afinidad por la fibrina. La presençia en plas­
ma de inhibidores de estos activadores extrinsecos se postulô 
en 1950, y en estudios recientes se ha vuelto a considerar (87), 
pero la existencia de un inhibidor especîfico de estos activa­
dores aûn no se ha demostrado (54).
La activaciôn exôgena del plasminôgeno se realiza con 
estreptoquinasa y uroquinasa. La uroquinasa es una proteasa del 
tipo tripsina, procedente de orina humana y de células embriona 
rias de rinôn humano. Puede presentarse en dos formas molecula­
res*; de peso molecular 31.600 y Sg de 54.000. La uroquinasa 
se diferencia del activador vascular o tisular en sus propieda­
des antigénicas (81) y en su especificidad enzimética (88).
La estreptoquinasa es una proteîna no enzimâtica de pe 
so molecular 47.000 producida por un estreptococo 6-hemolItico
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que activa el sistema fibrinolltico de raanera indirecte (89). 
Las propiedades y mecanismo de acciôn de la estreptoquinasa 
han. sido revisados en detalle (90) . Por el momento la es­
treptoquinasa es el agente trombolltico mâs âmpliamente usado, 
pues es barato y fâcil de obtener, pero todavîa no se han esta- 
blecido las dosis ôptiroas y el lugar exacto de administraciôn 
en desôrdenes trombo-embôlicos (91).
La inhibiciôn de esta activaciôn exôgena no es muy co­
nocida en el caso de la uroquinasa; con respecto a la estrepto­
quinasa hay que mencicnar que el plasma humano contiens anti­
cuerpos contra ella y que al reacclonar la hacen bioqulmicamen- 
te Inerte.
A nivel molecular, segûn Wiman y Wallen (92), la acti­
vaciôn del Glu-plasminôgeno sucede en dos pasos: liberaciôn de 
un péptido en la zona NH^-terminal, tras ruptura de la uniôn 
Argg.y-Metgg, originando Lys-plasmlnôgeno, seguido de la ruptura 
de la uniôn Arg^g^-Val^g^, dando lugar a dos cadenas unidas en­
tre si por un enlace disulfuro. Sin embargo, la activaciôn del 
Glu-plasminôgeno en presençia del inhibidor fisiolôgico Cg-an- 
tiplasmina, da lugar a Glu-plasmina (93).
Actualmente el mecanismo de activaciôn del plasminôge­
no 'In vivo" no se conoce con exactitud. Segün Gaffney (94), la 
uroquinasa actûa directamente sobre la molécula de plasminôge­
no segün el siguiente modèle:
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Sin embargo, la estreptoquinasa no posee actividad pro 
teasa o esterasa, pero cuando se pone en contacte con plasminô­
geno o plasmina, en la relaciôn estequiométrica 1:1, se forma 
el complejo estreptoquinasa-plasminôgeno o plasmina con un cen­
tre activo en la molécula de plasminôgeno o plasmina capaz de 
actuar como activador de una nueva molécula de plasminôgeno.
La cinética de activaciôn del plasminôgeno humano por 
uroquinasa o por el complejo estreptoquinasa-plasminôgeno, ha 
sido estudiada por varios autores, pero mâs extenseimente por 
Christensen y Wohl (95, 96). La activaciôn sigue una cinética 
de Michaelis-Menten con valores de = 1,40 yM y de 0,26 
a 26 s Como resultado de tal activaciôn se origina plasmina. 
La plasmina (EC 3.4.21.7) es la enzima clave del sis­
tema fibrinolitico. Enzima del tipo tripsina, posee una amplia 
especificidad, pero in vivo su acciôn estâ prâcticamente limi­
tada a la fibrina, rompiendo uniones lisina o arginina. Como 
resultado de su acciôn se originan los productos de degradaciôn 
de fibrina (PDF).
La plasmina posee un peso molecular de 85.000 y cons­
ta de una cadena pesada o cadena A (65.000) en la que estân lo 
calizados los 5 bucles o estructuras homôlogas; y una cadena
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ligera o cadena B (25.000) que contiens el centro activo o ca- 
talitico. Ambas cadenas estân unidas por dos puentes disulfuro. 
En ciertas condiciones reductoras, dichos puentes se pueden 
romper y separarse las cadenas por cromatografla de afinidad 
en lisina-sefarosa que absorbe especialmente la cadena A pero 
no la B.
La plasmina pertenece al grupo de enztmas denominadas 
serino proteasas (ver Tabla VII>.
La cadena B présenta una gran homologfa con las seri­
na proteasas pancreâticas (97) y también con las correspondien 
tes cadenas de trcanbina (98) y factor (99) . El centro ca ta­
ll tico estâ formado por; HiSgQg, Aspg^g y Ser^^^. Como en el 
resto de las serina proteasas existe una "cavidad de uniôn" 
con un resto aspârtico (residuo 7 35) cuya funciôn es orlentar 
al sustrato hacia la enzima (100) . Las serina proteasas ademâs 
de estas "cavidades" poseen otros lugares de uniôn con el sus­
trato, pues es ventajoso tener acoplado un centro catalitico 
eficiente con unos requisites de uniôn altamente selectivos.
En el caso de la plasmina, estos lugares de uniôn estân loca- 
lizados en las estructuras en triple lazo de la cadena A, en 
los denominados lugares o sitios de uniôn a lisina (101) . Pa­
rece que restos His^^ y Aspg^ participan en la estructura pri­
maria de dichos lugares (102) .
La acciôn de la plasmina en la fibrinolisis estâ in~
hibida por los inhibidores denominados antiplasminas, entre 
los que se encuentran la a.^-macroglobulina y la Cj-antiplasmi- 
na. Las revisiones que han aparecido sobre la bioqufmica y la
- 35 -
TABLA VII
Serina proteasas
Enzima Procedencia Funciôn Ruptura de uniôn peptidica
Tripsina Pancreas Digestiôn de 
proteinas.
Arg-X o Lys-X
Qüimotripsina Pancreas Digestiôn de 
proteinas. hidrofôbicas-X
Elastasa Pancreas Digestiôn de 
elastasa.
Ala-X o Gly-X
Trombina Suero Fibrinolisis Arc-Gly 
en fibrinôgeno
Plasmina Suero Fibrinolisis Arg-X o Lys-X 
en fibrinôgeno
Calicreina Tejidos y 
fluidos
Generaciôn de 
kininas.
Arg-X
Cl del com­
plement o
Suero Lisis de célu­
las en reacciôn 
inmune.
Arg-X
Cocoonasa Larva Disoluciôn del 
capullo en meta- 
morfosis.
Proteasa
acrosomal
Acrosorna de 
esperma
Penetraciôn de 
zona pelucida 
del huevo.
Arg-X o Lys-X
Tripsina
bacterial
Streptomices
griseus
Arg-X o Lys-X
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fisiologla de la ot ^ -mac rog 1 obul 1 n a coinciden en senalar un pa­
pel secundario coraparado con el que se ha considerado el inhi­
bidor mâs potente de la fibrinolisis; la a^-antiplasmina,
La Ug-antiplasmina es una glicoproteina de peso mole­
cular 70.000; présente en plasma a concentraciôn 1 pM, forma 
un complejo estequiométrico muy astable con plasmina inactivân- 
dola de su capacidad proteasa o esterasa. La formaciôn del com­
plejo se realiza a través de una fuerta interacciôn entre la 
cadena B de la plasmina y el inhibidor; ver Figura 2.
- Arçj-OK 
m. Va »-HHO-Asrv- 
—  Lys-H
Ser
Leu-Met -Ser-Leu-Ser.
GIu-GIn-Asn-H
Cadena A
Cadena B
Ant i plasmf na-a
FIGURA. 2
Representaciôn de la interacciôn 
entre plasmina y «^'"^"tiplasmina
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Asi como la estructura del plasminôgeno, plasmina y 
de otros de los componentes del sistema fibrinolltico, estâ 
bastante esclarecida? no sucede lo mismo con otros aspectos del 
sistema. A nivel fisiolôgico se desconoce aûn el mecanismo es- 
peclfico de adsorciôn de los elementos del sistema al coâgulo 
de fibrina. Problema que a pesar de su enorme importancia, con 
miras a una terapia o profilaxis, aûn no ha sido resuelto. Ac­
tualmente existen varias hipôtesis sobre el mecanismo fisiolô­
gico de la fibrinolisis.
Mullert y Astrup (33) propusieron el siguiente meca­
nismo de fibrinolisis: el activador estâ présente a bajas con- 
centraciones unido al inhibidor en la sangre circulante; pero 
es adsorbido y se acumula sobre la superficie de la fibrina. 
Como resultado de esta adsorciôn del activador y la plasmina a 
la fibrina, el efecto de los inhibidores sobre la plasmina y 
sobre la activaciôn estâ disminuido. Por lo tanto, la activa­
ciôn del plasminôgeno tiene lugar en la superficie de la fibr^ 
na. La fibrina es lisada y el activador y la plasmina son libe 
rados uniéndose a sus respectives inhibidores.
Alkjaersig, Fletcher y Sherry (103) propusieron que 
el plasminôgeno es adsorbido a la fibrina polimerizada y conver 
tido a enzima activa por los activadores que difunden dentro 
del trombo. Asi, la plasmina formada realizarâ su acciôn en un 
medio relativamente libre de inhibidores.
Ambrus y Markus (101) propusieron que los compleios 
plasmina inhibidor formados en la circulaciôn se disocian en 
la presençia de fibrina, pues la plasmina tiene una mayor afi-
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nidad por la fibrina que por sus inhibidores.
Chesterman, Alllngton y Sharp (103), sugirieron que 
los activadores se unen select!vamente a la fibrina y transfer 
man el plasmindgeno que difunde dentro del trombo a plasmina.
Collen (106), ûltimamehte ha propuesto un mécanisme 
fibrinolitice basado en las interacciones moleculares ebserva- 
das In vitre" que viene esquematizado en el Esquema 8. La base 
del mécanisme reside en las interaccienes entre plasralnôgeno 
(plasmina), fibrindgene, fibrina y aj-antiplasmina.
Bases bioquiraicas para una terapia trembolltica:
De le expuesto anteriormente se deduce que:
La trerabelisis requiere la adsorcldn del activader y del 
plasmlnôgeno a la superficie de la fibrina y la generaciôn 
de plasmina "in loce", fuera del alcance del inhibldor.
- El sistema fibrinolîtice puede ser activado hasta que la 
Uj-antiplasmina circulante es agotada.
Ambos supuestes se han aplicado cen fines terapeûti- 
cos. En terapia cen uroqulnasa, la actlvacldn fibrinolftlca es 
raederada y el plasmindgeno no es activado tetalmente (107) .
Cen estreptoquinasa, la actlvacldn fibrinolitica es mds exten- 
sa cen preducclôn de flbrinegenelisls (108).
La observaciôn de que la trombesis venosa estâ asecla 
da cen un descense en la actividad fibrinolftlca, ha estimula- 
do el interés en drogas que incrementan la sintesis y llbera- 
ciôn del activader del plasminôgene de la pared vascular. Ej: 
adrenalina, Scido nicetfnico, histamina, vasepresina (todas
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ESQUEMA 8 
Fibrinolisls £islol6gica
A: en plasma; a^-antiplasmina
/
activader de plasminôgeno ^ p l a s m i n d g e n o
fibrinôgeno
B; en fibrina;
a.,-antiplasmina
f
t
P
activader de plasrainôgeno 4  plasmindgene
fibrina
plasmina
a.,-antiplasmina
plasmina
/
fibrina
Representacidn esqueraâtica de las interaccienes entre 
fibrinôgeno, plasmina (plasminôgene), Oj-antiplasmina 
y activader del plasmindgeno. El grade de afinidad
viene indicade por; --  (mener afinidad) y --- (mayor
afinidad).•
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con efecto de corta duraciôn), blguanldinas, esteroldes anabô- 
licos, etc. Se espera una majora en la trombollsls con activa­
dores que tienen una mayor afinidad por la fibrina y que ase- 
guren una activaciôn mâs selecttva del plasminôgeno en la su­
perficie de la fibrina. Estos activadores aûn no se conocen.
Alternativamente, puede ser ventajoso aumentar la ad- 
sorciôn de plasmlnôgeno, equivalents a aumentar la cantldad po 
tencial de plasmina formada in vivo. Kakkar (109) ha obtenldo 
un incremento en el efecto trîxnbolltico con tal terapia en trom 
bosis venosa; y Brochier (110) en embolismo pulmonar. La admi- 
nistraciôn de dosis de plasmindgeno (plasmina), que no exceden 
la capacidad inhibitoria de la a-antlplasraina, no tiene efecto. 
Sin embargo, la administraciôn de plasminôgeno o plasmina (an­
tes de estreptoquinasa o uroquinasa) puede mejorar el efecto 
trombolitico (111).
Cuestiones sin resolver. Son rouchos los puntos que 
aûn permanecen sin resolver sobre el sistema flbrinolltico, y 
teniendo presents que una fibrinolisls déficiente contribuye 
al desarrollo de enfermedades , troinbôticas y posiblemente 
ateroesclerôticas> la necesldad y la urgencia de esclarecerlas 
es obvia.
Entre las cuestiones aûn desconocidas podrïamos men-
cionar:
- Los mécanismes responsables del control de la sintesis del 
activador del plasminôgeno, y de los mecanismos para su 11- 
beraclôn en estados trombôticos.
La sensibilidad del plasminôgeno adsorbido por los activado-
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res del plasminôgeno.
- La renovaciôn del plasminôgeno y activadores en la superfi­
cie del trombo.
Las diferencias cuantitativas en la interacciôn de plasminô­
geno con fibrina y fibrinôgeno.
La resistencia a la lisis de trombôs envejecidos.
I.3.- OBJETIVOS
Al abordar el tema de la fibrinolisis existe una do- 
ble vertiente, por un lado los aspectos estructuraies y quimi- 
co-flsicos de sus componentes, asf como la interacciôn entre 
ellos, y por otro lado los aspectos terapeûticos o profilâcti- 
cos con proyecciôn en el campo de la Medicina.
En el presents trabajo se ha pretendido abarcar estas 
dos facetas de un sistema tan complejo, con el fin de aportar 
algo nuevo tante en el campo de los conocimientos bSsicos como 
en el de las aplicaciones en Medicina.
De las cuestiones que aûn permanecen sin resolver ex- 
puestas anteriormente, se han seleccionado para su estudio, por 
un lado las mâs criticas para poder entender el mecanismo de 
acciôn del sistema fibrinolltico, y por otro lado las que re- 
quieren mâs urgencia en el campo de la cllnica.
Con estos criterios, los trabajos realizados han teni- 
do como objetivos:
Estudiar la interacciôn entre la fibrina (fibrinôgeno) y el 
plasminôgeno.
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Estudiar la eficacia del sistema plasminôgeno-plasmina en 
la lisis de la fibrina.
Estudiar la susceptibilidad a la lisis de coâgulos enveje­
cidos .
/.'i
Capîtulo II.- MATERIALES Y METODOS
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II.1.- PREPARACION DE FIBRINOGENO
II.1.1.- Purlflcaclôn de fibrinôgeno
Fibrinôgeno humano (Fg) (Kabi, grade L, Estocolmo, 
Suecia), ha sido purifioado segûn el método de Brown y Roth- 
stein (112) con algunas modificaciones.
0,1 g de fibrinôgeno se disolvieron en 7,5 ml de una 
soluciôn 0,1M de âcido e-amino caprolco. A esta soluciôn sa le 
anadieron 0,4 g de sulfato bârico, prevlamente tratado por ebu 
lliciôn durante una hora con 100 ml de citrate sôdico 1 mK , 
con el fin de eliminar el plasminôgeno.
La mezcla se agitô lentamente durante una hora a tem­
perature ambiante, se centrifugô a 6.000 rpm durante 10 min re 
cogténdose el fibrinôgeno en el sobreradante. Este se precipi- 
tô mediante la adiciôn de 1/3 del volumen total de una soluciôn 
4M de sulfato amônico. La precipitaciôn se llevô a cabo a 4°C, 
lentamente y con agltaciôn. Se centrifugô a 10.000 rpm durante 
20 min y el fibrinôgeno asf purifIcado y exento de plasminôge­
no se disolviô en tampôn fosfato sôdico potâsico 0,018M, ClNa 
0,05M, pH 7,8, p=0,15, y se dializÔ frente al mismo e frente a 
ClNa 0,15M, Tris-CIH 0,01M, pH 7,8, cambiando de tampôn de diâ 
lisis repetidas veces hasta que la reacciôn con el reactivo
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Nessler fuera negative, indicando que la disoluciôn estâ libre 
de iones amonio.
El rendimiento aproximado del proceso es de un 80% y 
el grado de pureza, determinado por la cantidad de proteïna coa 
gulable es superior al 95% oscilando entre 97 y 98%.
El fibrinôgeno asf preparado se almacenô en volûmenes 
de 10 a 20 ml a -17®C.
11.1.2.- Determinaciôn de la concentraciôn de 
fibrinôgeno
La concentraciôn de fibrinôgeno se ha determinado es- 
pectroscôpicamente por medidas de absorbancia a 280 nm y 320 nra 
usando el coeficiente de extinciôn obtenido por Mihalyi (113);
= 1.506
para cëlulas de 1 cm de paso de luz.
11.1.3.- Determinaciôn del % de protefna coaqulable
El grado de pureza de la soluciôn de fibrinôgeno se ha 
determinado midiendo la coagulabilidad con trombina segûn el mé 
todo de Laki (114) . Para ello se ha utilizado trombina bovina 
de la casa Sigma y se han tenido en cuenta las condiciones ôpt^ 
mas de concentraciôn y pH descritas por Ferry y Morrison (115) .
A 1 ml de una soluciôn de fibrinôgeno purificado de 
concentraciôn exactamente conocida (aproximadamente 1 mg/ml), 
se le anadieron 15 yl de una soluciôn de trombina (150 unida-
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des/ml) en ClNa 0.-15M, agitândose râpidamente.
La mezcla se dejô durante dos horas en reposo a tempe­
rature amblente, tiempo suficiente para obtener un coâgulo con- 
slstente, perfectamente forraado. Pasado este tiempo se retirÔ 
el coâgulo eliminando la mayor cantidad posible de liquide de 
su interior y se determinô la concentraciôn de proteina que que 
dô sin coaguler en el sobrenadante.
Con este valor y el de la concentraciôn de fibrinôgeno 
inicial se calculô el tanto por ciento de proteina coagulable.
II.2.- PREPARACION DE FIBRINA
El fibrinôgeno se convierte en fibrina mediante la ac­
ciôn de la trombina que sépara los fibrinopéptidos A y B de los
extremos N-terminales de las cadenas A(a) y B{0) respectIvamen- 
te, como describe Blombflck (116).
La agregaciÔn de varias molêculas de fibrina origine 
el polimero intermedlo (117) que es una cadena lineal todavia 
soluble. Por ûltimo tiene lugar la agregaciôn lateral de estos 
polimeros intermedios dando lugar al coâgulo de fibrina.
Atendiendo a la solvibilidad en agentes disociantes es
posible distinguir dos tipos de flbrinas, una soluble en urea 
6M o guanldina concentrada y otra que es insoluble en urea o 
guanidina 6M.
Si la reacciôn de polimerizaciôn de fibrina se lleva 
a cabo en presencia de iones calcio y de factor XIII (factor 
estabilizador de fibrina), se producen uniones covalentes entre
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restos latérales de cadenas peptidicas originândose esta fibri­
na insoluble.
II.2.1.- Obtenciôn de coâgulos de fibrina
Para estabilizar el coâgulo de fibrina, se anadiô al 
fibrinôgeno antes de la coagulaciôn cisteïna y cloruro câlcico 
hasta una concentraciôn final de 0,0125 y 0,025M, respectivamen 
te. El factor XIII se halla en muy baja proporciôn junto con el 
fibrinôgeno pero en suficiente concentraciôn para actuar como 
catalizador de la reacciôn.
A la disoluciôn se le anadiô trombina en la proporciôn 
de 2 unidades por rag de proteina y se dejÔ coagular durante dos 
horas a 25“C. Pasado este tiempo los coâgulos, perfectamente 
formados, se despegaron de las paredes del tubo y se sometieron 
a la acciôn de un campo centrifugô de 1.500 xg durante 30 min.
Los coâgulos asi retraidos se comprimieron con una va- 
rilla de cristal contra las paredes del tubo con el fin de eli­
minar la mâxima cantidad de liquide englobada por los mismos.
El grado de estabilizaciôn de coSgulos asi preparados 
se analizô por electroforesis en gel de poliacrilamida, previa 
reducciôn de las muestras.
II.3.- PREPARACION DE PLASMA
Se ha utilizado plasma procédante de donantes norma­
les, obtenido en presencia de citrato sôdico, suministrado por 
el Servicio de Hematologia-Hemoterapia del Centro Especial Ra-
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môn y Cajal de la Seguridad Social.
El plasma, en unidades de aproximadamente 450 ml, fuê 
centrifugado a 1.500xg durante 1 min para eliminar restos de 
eritrocitos y a 4.300xg durante 10 min para eliminar las plaque 
tas que pudieran acorapanarle.
El plasma una vez exento de restos celulares, con un 
aspecto transparente y homogéneo, fué almacenado en volûmenes 
de 10 ml y conservado a -17®C hasta su utilizaciôn.
II.3.1.- Obtenciôn de coâgulos de fibrina
A volûmenes de 0,25 ml, 0,50 ml, 1 ml y 2 ml de plas­
ma se les ha ahadido cloruro câlcico a concentraciôn final de 
0,025M y 10, 20, 40 y 80 yl respectivamente de trombina bovina 
(150 unidades/ml). En el plasma se encuentra présenté el fac­
tor XIII requerido para origlnar fibrina estabilizada.
La mezcla se dejô en incubaciôn dos horas a 25°C. Pa­
sado este tiempo los coâgulos se despegaron de las paredes del 
tubo y se sometieron a la acciôn de un campo centrifugô de
1.500xg durante 30 min.
Los coâgulos asf retraidos se comprimieron contra las 
paredes del tubo con una varilla de cristal. El grado de esta­
bilizaciôn de los mismos se realizô por electroforesis en gel 
de poliacrilamida previa reducciôn total, como se describe mâs 
adelante.
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II.4.- ESTABILIDAD DE LA FIBRINA
Con el fin de comprobar el grado de estabilizaciôn de 
coâgulos de fibrina, procédantes de fibrinôgeno purificado y de 
plasma, se ha realizado un estudio comparative mediante electro 
foresis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfa­
to sôdico (SDS-PAGE) de las muestras reducidas.
f
El estudio de las bandas electroforôticas permite cono 
cer el grado de estabilizaciôn de la fibrina. La reducciôn de 
fibrina soluble da lugar a très bandas electroforêticas que 
corresponden a las cadenas a, 8 y y de la molêcula de fibrinô­
geno, mientras que la reducciôn de fibrina traraada origina ade- 
mâs de las bandas correspondientes a las cadenas sencillas, dos 
nuevas bandas, una que corresponde a dimeros y-y y otra a polî- 
meros ap.
II.4.1.- Reducciôn de enlaces disulfuro
La reducciôn de las muestras se ha realizado segûn el 
método de M.L. Schwartz (118) utilizando 2-mercaptoetanol pro­
cédante de los laboratories Sigma. La mercaptolisis es un méto­
do mâs râpido y de mayor rendimiento que la sulfitolisis (119).
La reducciôn se ha llevado a cabo en tampôn fosfatos 
40 mM, pH 7,1, conteniendo urea 9M y SOS al 3%, empleândose 
50 yl de mercaptoetanol por mg de proteina, lo que équivale a 
un 3%.
La reducciôn se realiza a 37®C durante toda la noche,
- 50 —
lo que garantiza la ruptura de todos los puentes disulfuro.
II.4.2.” Electroforesis en gel de poliacrllaunlda en pre­
sencia de dodecil sulfato sôdico (SDS-PAGE).
Se ha realizadc en geles al 5% siguiendo el método de 
Weber y Osborn (120) con algunas modificaciones.
Se prepararon geles al 5% en acrilamlda realizando la 
polimerizaciôn con una relaciôn de acrilamlda a blsacrllamida 
(N-N’-metilenbisacrilamlda) de 37:1. Como agentes catalizadores 
de la reacciôn se emplearon N-N-N-N'-tetrametiletilendiamina 
(TEMED) y persulfato amônico. Se utilizaron 25 yl de TEMED y 
1 ml de una soluciôn de persulfato amônico de 15 mg/ml por cada 
30 ml de la mezcla a pollmerizar. De esta forma se consigne una 
polimerizaciôn lenta y perfects sin que el TEMED afecte a la m^ 
graciôn de las protefnas en geles que contlenen SDS (121, 122) .
La polimerizaciôn se realizô en presencia de sulfato 
sôdico de dodecilo al 0,1% en tampôn fosfato pH 7,1, contenien­
do urea 5M y EDTA 2 mM, en caso de condiciones reductoras. La 
dimensiôn de los geles fué de 8 cm de largo y 6 mm de diâraetro.
Las muestras (alrededor de 100 yg de proteina) se apl^ 
caron bien directaroente (caso de muestras reducidas) o previa 
incubaciôn en 2% de SDS (muestras no reducidas). La intensidad 
de corriente fué de 8 mA per gel durante 5 horas.
La tinciôn de los geles se realizô durante una hora
con una soluciôn de az'ul de Coomassie al 0,15% en metanol al
45% y âcido acético al 5%.
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Los geles se destineron por difusiôn en una mezcla me- 
tanol-acêtico-agua en proporciôn 20:7:73 (123), y se conserva- 
ron en acético.al 7%.
Las proporciones de cada una de las bandas de protei­
na en el gel se deterrainaron en un microdensitômetro Joyce Lodal 
modèle MK IIIC de doble haz. Se obtuvieron densitogramas en los 
que cada banda electroforética esté representada por un pico eu 
ya ârea es prâcticamente proporcional a la cantidad de protei­
na que contiens.
Cuando las proteinas son tratadas con un detergents 
tal como sulfato sôdico de dodecilo, se forman unos complejos 
proteIna-SDS cuya carga superficial es casi enteramente debida 
a la de los iones sulfato expuestos, existiendo una relaciôn ca 
si lineal entre la movilidad electroforética de estos complejos 
y el logaritmo de la masa molecular de la proteina (124).
Conociendo la movilidad electroforética de una protei­
na Se puede calculer su masa molecular mediante un patrôn hecho 
con proteinas estandar. En este estudio, se han utilizado como 
proteinas estandar: seroalbûmina bovina (Sigma), monômero
(68.000), dimero (136.000), trimero (204.000) y las cadenas Aa
(68.000), B6 (57.000) y y (48.000) procédantes de la reducciôn 
de fibrinôgeno humano.
II. 5.- PREPARACION DE PLASMINOGENO
II.5.1.- Caracterizaciôn del plasminôgeno
Se ha utilizado plasminôgeno humano (Pg) (Kabi, Esto-
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colmo, Suecia), de un elevado grado de pureza y con una activi­
dad de 15-20 unidades caseinoliticas por mg de proteina.
El plasminôgeno, preparado a partir del sobrenadante I 
de Cohn por croraatografia de afinidad en Lys-sefarosa segûn el 
método de Deutsch y Mertz (73), ha sido disuelto en 2 ml de 
agua destilada, centrifugado y dializado a 4®C toda la noche 
frente al tampôn conveniente, tamôn NaCl 0,05M, fosfato sôdico 
potâsico 0,018M pH 7,8 o tampôn NàCl 0,15M, Tris 0,01M, pH 7,8.
El grado de pureza y la caracterizaciôn de la proteina 
se ha realizado por electroforesis en gel de poliacrilamida en 
presencia de dodecil sulfato sôdico, en geles al 5%.
La homogeneidad de la proteina se ha determinado tam- 
bién por ultracentrlfugaciôn analltica.
II.5.2.- Determinaciôn de la concentraciôn de 
plasminôgeno
La concentraciôn de plasminôgeno se ha determinado es- 
pectroscôpicamente por medidas de absorbancia a 280 nm y 320 nm 
usando el coeficiente de extinciôn obtenido por Robbins (125):
para células de 1 cm de paso de luz.
II.6.- PREPARACION DE ^^^I-PLASMINOGENO
11.6.1.- Obtenciôn y purificaciôn de ^^^I-plasminôqeno
La iodaciôn del plasminôgeno se ha realizado segûn el
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método de Greenwood y Hunter (126) con algunas modificaciones.
Los pasos seguidos, operando con las debidas precaucio 
nés y bajo vitrina, han sido los siguientes: se mezclaron 20 yl 
de tampôn Tris 0,1M, NaCl 2,5M, EDTA 0,01M pH 7,2 (10 veces con 
centrado); 10 yl de ^^^Nal ( 1 mCi) de la soluciôn estandar 
(iodo en NaOH de 5 mCi por vial); 200 yl de la soluciôn de pro­
teina conteniendo alrededor de 10 yg, y 20 yl de una soluciôn 
reciên preparada de cloramina T (1 mg/ml).
La mezcla se dejô reaccionar durante 1 min a tempera- 
tura ambiante. La reacciôn se parô con 20 yl de metabisulfito 
sôdico (3 mg/ml). Se anadieron 20 yl de ioduro potâsico 5M para 
diluir el y 100 yl de soluciôn de seroalbûmina bovina
(1 mg/ml).
La mezcla se pasô por una columna G-50 de 10 ml equi- 
librada con tampôn Tris, NaCl, EDTA y 0,01% Tritôn o con tampôn 
fosfatos 0,OIM, NàCl 0,OIM, pH 7,2, recogiéndose en el primer 
tubo 2 ml y en las posteriores fracciones de 10 gotas.
II.6.2.- Medida de radioactividad
La radioactividad de las fracciones recogidas se midiô 
en un Espectrôgrafo Gamma de la casa Packard,
La proteina marcada y purificada apareciô en las frac­
ciones 8-11. Estas se mezclaron y se dializaron toda la noche a 
4®C frente a tampôn fosfatos 0,01M, NaCl 0,0IM, pH 7,2.
La radioactividad de la soluciôn se midiô de nuevo , 
siendo esta de 8x10^ cpm/yl. La proteina marcada se conservô a
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-17®C hasta su utilizaciôn.
II. 7.- ACTIVADORES: DETERMINACION DE ACTIVIDAD PLASMINA
En el presents trabajo se han utilizado los activado­
res exôgenos estreptoquinasa (SK) y uroquinasa (UK), ambos em- 
pleados en el tratamiento de enfermedades trombo-embôlicas, tan 
to con fines profllâcticos como terapeûticos (127).
La estreptoquinasa (Behrlngwerke) altamente purifIca­
da, obtenida del filtrado del cultive de estreptococos beta-he- 
molîticos del grupo C con una actividad de 4,160 lU, ha sido di 
suelta en agua destilada hasta una concentraciôn de 125 lü/mg.
La uroquinasa (Roger) obtenida a partir de orina huma- 
na con una actividad de 400 unidades CTA (unidad adoptada en 
1964 por el Comité de Agentes Trombollticos) équivale a 1 lU 
(unidad internacional) (128).
Para la activaciôn, la relaciôn de activador empleada 
ha sido de 4 unidades del mismo por unidad caseinolîtica de 
plasminôgeno, ésto équivale a una relaciôn SK:Pg de 1:2 (p/p) y 
UK;Pg de 1:6,5 (p/p). Siendo el tiempo de incubaciôn de 30 min 
a temperature amblente.
El mecanismo de activaciôn de plasminôgeno a plasmina 
se realiza mediante la ruptura de la uniôn Arg 560 - Val 561 
del plasminôgeno dando lugar a dos cadenas unidas entre sf por 
un enlace disulfuro. La uroquinasa es una proteina del tipo 
tripsina que actûa directamente sobre la molécula de plasminô­
geno, mientras que la estreptoquinasa no posse actividad protea-
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sa o esterasa y la activaciôn se realiza de manera indirects 
tras la formaciôn de un complejo SK-Pg o SK-Pm con un centre 
active capaz de actuar como activador (129, 130). Tanto en un 
caso como en otro, el resultado es la formaciôn de plasmina.
La determinaciôn de la actividad plasmina se ha reali­
zado por su actividad proteolltica usando como sustrato fibri­
na (método fibrinolltico), su actividad estereolftica usando co 
rao sustrato TAME (p-toluen sulfonil-L-arginina-raetil ester) y 
su actividad amidolltica usando el sustrato cromogénico S-2251 
(H-D-Val-Leu-Lys-p-nitro anilida).
II.7.1.- Método fibrinolltico
La plasmina es una serina-proteasa de especificidad 
semejante a la tripsina que hidroliza uniones arginina y lisi- 
na en proteinas y péptidos (131).
tJno de los métodos para la detecciôn de plasmina se ba
sa en esta actividad proteolltica y utiliza como sustrato fibri­
na .
Para dicha determinaciôn se ha utilizado 1 ml de una 
disoluciôn de fibrinôgeno (2 mg/ml) en tampôn fosfatos 0,018M, 
pH 7,8, a la cual se ha anadido trombina en una relaciôn de 2 
unidades por mg de proteina. Despuês de dos horas de incubaciôn 
a temperatura ambiante, el coâgulo formado se ha lisado incorpo 
rando la mezcla plasminôgeno-activador.
La cinética de lisis se ha seguido espectroscôpicamen-
te a 280 nm y 320 nm a través de los péptidos liberados al me-
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dio a distintos intervalos de tiempo.
La determinaciôn de la actividad plasmina se realiza 
por el tiempo de lisis de coâgulos de fibrina (132).
II.7.2.- Método estereolîtico
La plasmina posee actividad esterasa lo cual hace posj^  
ble su detecciôn mediante el empleo de sustratos especificos 
destinados a taies fines (133) .
En el presents trabajo se ha utilizado el sustrato 
p-toluen sulfonil-L-arginina-metil ester (TAME), el cual tiene 
la ventaja de poseer una gran sensibilidad y especificidad ha- 
cia la plasmina. Se ha seguido el método descrito por K.A. Vlalsh 
(134), con algunas modificaciones.
El sustrato TAME de la casa Sigma se ha disuelto en 
tampôn Tris 0,04M, CaCl^ 0,01M, pH 8,1, hasta una concentraciôn 
de 1 mM. A 3 ml de la disoluciôn del sustrato se le anadieron 
0,1 ml de la disoluciôn de enzima a distintas concentraciones.
El cambio de absorbancia que acompana la hidrôlisis de 
TAME se ha régistrado en un espectrofotômetro Beckman D.ü. a
247 nm con cubetas de 10 mm de paso de luz.
Teniendo en cuenta que el cambio de absorbancia que
acompana a la hidrôlisis de 1 ymol de TAME por mililitro de la
disoluciôn es 0,409 cm  ^mM ^, se puede cua.ntificar la cantidad 
de plasmina presents en la disoluciôn.
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II.7.3.- Método amidolltico
La plasmina, al igual que otras serino proteasas plas- 
mâticas, posee actividad amidolltica (135) .
Esto ha dado lugar a la apariciôn en el mercado de una 
gran variedad de sustratos sintéticos muy especlficos para po­
der detectar las distintas enziroas présentes en plasma (136).
El sustrato cromogénico disenado para la detecciôn de 
actividad plasmina es el denominado S-2251 de fôrmula H-D-Val- 
Leu-Lys-NH-(Ô)-NO^.2HC1 (137, 138).
La plasmina obtenida tras activaciôn del plasminôgeno 
con el activador, cataliza la liberaciôn de p-nitro anilina 
(pNA), que puede ser detectada fotométricamente a 405 nm, bien 
por el método de la velocidad inicial o por el método del pun- 
to final (parando la reacciôn con âcido acético), existiendo 
una correlaciôn lineal entre AA/min (Absorbancia) y concentra­
ciôn de plasmina.
La concentraciôn de plasmina se calcula usando un pa­
trôn con cantidades conocidas de plasmina.
En el présente trabajo se ha utilizado el sustrato 
S-2251 de la casa Kabi (Estocolmo, Suecia), disuelto en tampôn 
Tris-ClH 0,05M, NaCl 0,012M, pH 7,4. A 300 yl de la mezcla plas^  
minôgeno-activador o de plasmina o de plasma a diferentes dilu- 
ciones se le ha anadido 700 yl de sustrato, de manera que la 
concentraciôn final fuera de 6x10 ^M.
Por el método de la velocidad inicial, la liberaciôn 
de pNA se ha seguido en un espectrofotômetro Perkin Elmer 2000
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de doble haz a 405 nm y temperatura amblente, registrândose el 
cambio de absorbancia durante los primeros 10 min una vez Inl- 
ciada la reacciôn.
Por el método del punto final el cambio de süDSorbancia 
se mide al cabo de 180 seg de incubaciôn a temperatura amblente 
(=20*C), una vez parada la reacciôn con 100 yl de âcido acético 
al 50%.
II.8.- TECNICAS EXPERIMENTALES DE ESTÜDIOS DE UNION 
PLASMINOGENO-FIBRINOGENO (FIBRINA)
Estudios de uniôn del plasminôgeno al fibrinôgeno (fi­
brina) llevados a cabo por diferentes autores utilizando diver- 
sas técnicas taies como: medidas en plasma y suero, medidas an­
tes y después de eluir con âcido hexanoico, uso de proteinas 
marcadas (^^^I, tecnecio), etc, han dado lugar en la bibliogra- 
fia a una gran disperslôn de dates (139).
En. el presents trabajo dicho estudio se ha realizado 
utilizando distintos métodos y bajo condiciones que permltieran 
aunar la variedad de informaciôn de otros autores y llegar a re 
sultados concluyentes.
Se ha estudiado la uniôn del plasminôgeno al fibrinôge 
no cuando éste se encuentra en estado de fibrina tras coagula­
ciôn del mismo en condiciones establlizadoras, tanto a nivel de 
sistema purificado (con fibrinôgenô) como a nivel plasmâtico.
En dichos estudios se ha cuantificado el plasminôgeno 
unido a la fibrina por métodos anallticos (sustratos TAME y
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S-2251) y radioactives ( I-Pg), siendo uno de los puntos dé­
cisives en dicha determinaciôn la manipulaciôn de los coâgulos 
(retracciôn de los mismos y grado de lavado).
Estudios de la uniôn Pg-Fg en condiciones de disolu­
ciôn se han realizado por ultracentrifugaciôn analftica.
II.8.1.- Métodos analiticos
A nivel de sistema purificado se ha cuantificado el 
plasminôgeno que permanece unido al fibrinôgeno tras coagula­
ciôn del mismo con trombina y determinaciôn de actividad plas­
mina residual después de retirer el coâgulo y activer el liqui­
de résultante con estreptoquinasa.
A fibrinôgeno humano Kabi disuelto en tampôn fosfatos 
0,018m , pH 7,8, se le ha anadido plasminôgeno, cloruro câlcico, 
cisteïna y trombina en el orden indicado. Las concentraciones 
empleadas han sido de 2,9 yM para el fibrinôgeno, de 0,55 yM a 
2,2 uM para el plasminôgeno, de 0,025M para el cloruro câlcico, 
de 0,0125M para la cisteïna y trombina en una relaciôn de 2 un^ 
dades por mg de fibrinôgeno; todas ellas concentraciones fina­
les. en un volumen total de un mililitro.
La mezcla se ha dejado generalmente durante dos horas 
a temperatura amblente. Los coâgulos asf preparados se han re- 
traldo por centrifugaciôn a 1,500 xg durante 30 min y extraldos 
con una varilla de cristal comprimiéndolos contra las paredes 
del tubo.
Al sobrenadante se le ha anadido el activador estrepto­
quinasa en una relaciôn SK:Pg (p/p) de 1:2 respecto al plasminôgeno
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original en la mezcla, lo que équivale a 4 unidades de estrrep- 
toquinasa por unidad caseinolîtica de plasminôgeno.
Después de 30 min de incubaciôn a temperatura amblente 
se ha determinado actividad plasmina utilizando como sustratos 
bien TAME (método estereolîtico), S-2251 (método amidolltico) 
o ambos.
La determinaciôn del plasminôgeno unido a la fibrina 
se ha realizado sustrayendo el plasminôgeno rémanente en el so­
brenadante del plasminôgeno inicial anadido a la mezcla.
Con el fin de detectar directamente el plasminôgeno 
unido a los coâgulos de fibrina, éstos se han sometido a ultra- 
sonicaciôn durante 5 min en un Ultrasonic Power Unit MSE (20 
KHz), operando a la mâxima potencia résonante; esta operaciôn 
se realiza en un bano de hlelo.
Los sonicados, en un volumen final de 1 ml de tampôn 
fosfatos 0,0IBM, pH 7,8, han sido centrifugados a 1.500 xg du­
rante 30 min determlnândose actividad plasmina del sobrenadan­
te después de ser activado éste con estreptoquinasa, como se 
ha indicado anteriormente.
En el caso de plasma humano, el plasminôgeno libre se 
ha determinado midiendo la cantidad de plasminôgeno presents 
en el suero tras coagulaciôn de 1 ml de plasma con cloruro câl­
cico (concentracl5n final de 0,015M0 y 40 yl de trombina (150 
unidades/ml).
Para la determinaciôn de actividad plasmina tanto en 
el plasma como en el suero se ha utilizado el sustrato cromogé­
nico S-2251.
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II.8.2.” Método radiactivo
La cuantificaciôn del plasminôgeno unido al fibrinôge­
no tanto en un sistema purificado como en plasma se ha determi-
125nado por métodos radiactivos mediante el empleo de I-plasmi- 
nôgeno.
Con plasma se ha cuantificado el plasminôgeno que per­
manece unido al fibrinôgeno por detecciôn directe de radiacti- 
vidad en el interior del coâgulo de fibrina y radiactividad en 
suero. Volûmenes de 0,25 ml, 0,50 ml y 1 ml de plasma, segûn 
los casos, se incubaron con cantidades medidas de I-plasminô 
geno (5, 10 y 20 yl, respectlvamente) a 20®C durante distintos 
tiempos (de 30 min a 4 horas). En todos los casos se tomaron
t
muestras de 20 yl para medir la radiactividad por unidad de vo­
lumen , antes de la coagulaciôn. Pasado este tiempo de incuba­
ciôn , las mezclas se coagularon por la adiciôn de cloruro câl­
cico (concentraciôn final 0,025M) y 10, 20 y 40 yl de trombina 
(150 unidades/ml) respectivamente, dejândolas dos horas de incu 
baciôn a temperatura ambiante.
Una vez formado el coâgulo de fibrina, éste se retirô 
por centrifugaciôn a 1.500 xg durante 30 min y se tomaron de 
nuevo muestras de 200 yl de sobrenadante para medir radiactivi­
dad .
La cantidad de plasminôgeno unida a la proteina coagu- 
lada se calculô bien por diferencia entre la radiactividad de 
la mezcla inicial y radiactividad del sobrenadante o midiendo 
directamente la radiactividad presents en el coâgulo.
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La retenciôn del plasminôgeno por J.a fibrina en fup-
» •- ... , ' - !  . - O ' , / ' ' -  .
ciôn del lavado del coâgulo se determinô midiendo la radioacti­
vidad del mismo: 1) sin lavado previo, 2) tras lavado con un vo 
lumen de 5 ml de NàCl 0,15M (lavado intermedlo), 3) después de 
lavado con un volumen de 25 ml de NàCl 0,15M (5 lavados de 5 ml 
cada uno), lavado exhaustivo,
Con fibrinôgeno purificado se ha determinado el plasmi 
nôgeno unido al fibrinôgeno, tras coagulaciôn de la mezcla Pg- 
Fg con cloruro câlcico y trombina, determlnândose radioactivi­
dad tanto del coâgulo (con y sin lavado) como del sobrenadante.
Se Incubaron volûmenes de 1 ml de fibrinôgeno de con- 
centraclôn final 1,4 yM en tampôn fosfatos con distintas canti-
dades de I-Pg (de 1,5 yM a 11,4 yM) a 20®C durants 30 min.
Las soluclones de plasminôgeno se obtuvieron anadiendc Pg frlo 
a la soluciôn de I-Pg hasta la concentraciôn deseada.
Se operô como se indlcô anteriormente y con los datos 
obtenidos se calcularon las constantes de dlsoclaclôn y el nû- 
mero de sitlos de uniôn en fibrinôgeno, mediante la representa- 
ciôn de Scatchard (140).
En estos experlmentos debldo a la alta concentraciôn 
de plasminôgeno utilizada, y ante la posible presencia de tra- 
zas de plasmina, el plasminôgeno se incubô previamente durante 
30 min con el inhibldor pancreâtico-aprotinina (Trasylol) de la 
casa Bayer con una actividad de 100.000 unidades,/5 ml; en una 
relaciôn de 1.000 unidades por mg de proteina, lo que équivale 
a una relaciôn molar Trasylol:Pg de 2:1.
Con este exceso de inhibldor, la plasmina presents es
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inhibida inmedlatamente por la formacidn del complejo plasmina- 
Inhibldor, sin ser afectado el plasmindgeno (141).
II.8.3.- ültracentrifuqaciôn analltica
La uni6n de plasmindgeno a fibrindgeno en condiciones 
de dlsolucidn se ha reallzado por ultracentrifugacidn analîtica.
Los experimentos de ultracentrifugaciôn se ban realiza 
do en una ultracentrîfuga analîtica Spinco/Beckman modelo E con 
rotor de titanio, en cêlulas estandar de aluminio de 12 mm a
60.000 rpm a la teraperatura de 20**C.
Se ha empleado el sistema dptico de absorcidn en el 
travioleta y el sistema dptico "schlieren'* que raide el gradien- 
te de Indice de refraccidn en cada punto de la cêlula. Las pla­
ças Schlieren se han medido con un microcomparador Nikon mode­
lo 6C (ampliacidn xlO d x20).
El sistema dptico asl dispuesto permite que los fren- 
tes de cambio de concentracidn se fotografien en forma de picos 
(142). A partir de estas plaças fotogrâficas se puede conocer 
la velocidad con que una particule sedimenta en un campo centr^ 
fugo dado observando la posicidn de los raâximos de los picos 
con el tiempo.
El valor del coeficiente de sedimentacidn se obtiene 
mediante la expresidn
s = -1=201. . d
U! dt
donde w es la velocidad angular, t el tiempo de cada una de las
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fotografias y r la dlstancla del mâxlmo del pico al eje de giro.
Si se representan los valores del log r frente al tiem 
po de sedimentacidn en minutes, la pendiente de la linea recta 
résultante représenta el valor medio del coeficiente de sedimen 
tacidn en las distlntas posiciones.
En el présente trabajo se ha hecho un estudio tanto 
por densidad dptica como por dptica Schlieren del plasmindgeno 
sdlo y de la interaccidn plasmindgeno-fIbrlndgeno, en presencla 
del inhibidor Trasylol.
El plasmindgeno a distintas concentraciones (de 2 yM a
10 yM) se ha estudlado solo y en presencla del Inhlbldor Trasy­
lol (1.000 unldades por mg de protelna), en tampdn fosfatos 
0,018M, ClNa 0,15M, pH 7,8, y en tampdn Tris 0,01M, ClNa 0,15M,
pH 7,8. Los valores obtenldos se corrlgleron a las condiciones
de agua y 20*C.
La mezcla plasmindgeno-fIbrlndgeno eh presencla del In 
hlbldor se ha estudlado para concentraciones de fibrindgeno de 
0,6 yM a 3 yM y concentraciones de plasmindgeno de 1,3 yM a 
10 yM.
II.9.- TECNICAS EXPERIMENTALES DE ESTÜDIOS CINETICOS DE 
FIBRINOLISIS
Los estudios cinéticos de fibrinolisis con fibrindge­
no- fibrina purificado, y con plasma, se han realizado bajo dis­
tintas condiciones, con el fin de determinar la eficacia de 
distintos modelos del sistema fibrinolîtico.
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Las cinéticas de lisis se han seguido espectroscdpica- 
mente en el caso del sistema purificado y por digestidn enzimâ- 
tica con tripsina, de los coâgulos obtenidos de plasma.
II.9.1.- Métodos espectroscdpicos
Con sistema purificado, la variaciôn de la lisis de 
coâgulos de fibrina con el tiempo de incubacidn una vez ahadido 
el activador se ha obtenido mediante lectures a distintos tiem­
po s de la absorbancia del sobrenadante a 280 mm y 320 ram en un 
espectrofotômetro Gilford.
El estudio se ha realizado en presencia y ausencia de 
inhibidores y por activaciôn externa de los coâgulos utilizando 
los activadores exdgenos, estreptoquinasa y uroquinasa.
En ausencia de inhibidores los modelos de sistema fi­
brinolîtico estudiados han sido:
a) Con plasmindgeno dentro del coâgulo. A la disoluciôn de fi- 
brinôgeno se le ahadiô ClgCa y cistina hasta concentracidn 
final 0,025M y 0,0125M respectivamente, plasmindgeno para 
obtener la relacidn Pg/Fg (p/p) requerida y trombina en la 
relacidn de 2 unldades por mg de proteîna.
Esta mezcla se dejd coagular durante dos horas a tem­
perature ambiente, el coâgulo se despegd y se comprimid 
por centrifugacidn a 1.500 xg durante 30 min y se separd 
del sobrenadante. A continuacidn se lavd con tampdn fosfa­
tos 0,018M, pH 7,8, hasta que la absorbancia del lîquido 
de lavado fuera cero (5 lavados de 5 ml cada uno); se sus-
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pendid en el mlsmo tampdn y se anadleron 4 unldades de 
treptoquinasa o de uroquinasa por unidad caseinolltica de 
plasmindgeno.
b) Con plasmindgeno fuera del coâgulo. La disolucidn de fibri­
ndgeno se coaguld como se ha descrito anteriormente en 
ausencia de plasmindgeno. Al coâgulo centrifugado, lavado
y suspendido en tampdn fosfatos se le anadld plasmindgeno 
en la relacidn Pg/Fg (p/p) requerida y los activadores en 
la misma proporcidn empleada en el caso anterior.
c) Con plasmindgeno dentro y fuera. La disolucidn de fibrind­
geno se coaguld en las mismas condiciones descritas ante­
riormente pero con la mitad del plasmindgeno en la relacidn 
Pg/Fg (p/p) requerida. Al coâgulo lavado y suspendido en 
tampdn fosfatos se anadid la otra mitad del plasmindgeno y 
los activadores en la proporcidn ya descrita.
En presencia de los INHIBIDORES naturales del plasma,
los casos estudiados han sido:
a) Inhibidores dentro del coâgulo. A 1 ml de una disolucidn 
de fibrindgeno de concentracidn 2 mg/ml se anadid 0,02 mg 
de plasmindgeno y 0,02 ml de suero normal (concentracidn 
final 1/50 v/v), la mezcla se coaguld en las condiciones 
descritas anteriormente. El coâgulo lavado se suspendid en 
tampdn fosfatos 0,018M, pH 7,8, se anadieron uno o varies 
pulS O S  sucesivos de 4 unidades de activador por unidad ca- 
seinolltica de plasmindgeno. La lisis del coâgulo se si- 
guid como anteriormente se ha descrito.
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b) Inhibidores fuera del coâgulo. El coâgulo de fibrina se 
formd en las condiciones descritas en el caso anterior, pe­
ro.en ausencia de suero, se suspendid en tampdn fosfatos en 
presencia, de suero a la concentracidn final de 1/50 (v/v) y 
se activd con los activadores en la relacidn descrita ante­
riormente .
c) Inhibicidn de la lisis por suero déficiente (con el nivel 
de antiplasminas disminuido). A 2 ml de plasma normal se 
le anadieron 200 yl de estreptoquinasa (1 mg/ml), la mezcla 
se dejd dos horas a temperatura ambiente. Se anadieron 0,3 
ml de fibrindgeno (concentracidn 10 mg/ml) y trombina en la 
relacidn de 2 unidades por mg de fibrindgeno. Se dejd coagu 
lar 2 horas a temperatura ambiente, se centrifugd y el so­
brenadante constituye el suero déficiente.
El estudio de la inhibicidn dentro y fuera del coâgulo 
por este suero se realizd como se ha descrito anteriormente.
II.9.2,- Digestidn enzimâtlca
En el caso de coâgulos de plasma, la variacidn de la 
lisis se ha seguido determinando la cantidad de proteîna que 
contienen los coâgulos a distintos intervalos de tiempo, des- 
puês de la activacidn con estreptoquinasa o uroquinasa.
Dicha determinacidn se ha realizado por digestidn en- 
zimâtica de los mismos con tripsina y medidas de la densidad 
dptica del lisado a 280 nm y a 320 nm frente a un blanco con 
tripsina.
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Se ha utlllzado tripsina (Sigma) disuelta en agué^  des- 
tilada (3 mg/ml) en una relacidn 1:1 (v:v) respecte al volumen 
de plasma utilizado para la formacidn de los coâgulos.
Los casos estudiados han sido los slguientes:
a) En plasma normal. 1 ml de plasma normal se coaguld con
40 yl de trombina (150 unidades/ral) en presencia de calcio 
(concentracidn final 0,025M), se dejd 2 horas de coagula- 
cidn a temperatura ambiente. El coâgulo obtenido se retrajo 
median# centrifugacidn, se lavd exhaustivamente con 25 ml 
de tampdn fosfatos, se suspendid en el mismo tampdn y se ac 
tivd con el activador (SK o UK) en la proporcidn ya descri­
ta.
b) En plasma reconatituido. A 0,250 ml de suero normal se ana­
dieron 0,75' mg de fibrindgeno y 0,075 mg de plasmindgeno y 
cloruro câlcico a la concentracidn final de 0,025M. La mez­
cla se coaguld con trombina en la proporcidn de 2 unidades 
por mg de fibrindgeno. Se dejd 2 horas a temperatura ambien 
te, se centrifugd, se lavd hasta que la absorbancia del tam 
pdn de lavado fuera prdxima a cero y se suspendid en el mi^ 
mo tampdn.
La activacidn se realizd de la manera ya descrita.
c) En plasma normal anadlendo cantidades crecientes de plasmi­
ndgeno al medio. A muestras de plasma normal (0,250 ml) se 
le anadid plasmindgeno en la proporcidn de 10, 25, 50, 66, 
100 y 200% respecte al plasmindgeno existente (considerando 
este 60 yg en los 0,250 ml de plasma). La mezcla asf obte-
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nida se coaguld y se activd como anteriormente se ha des­
crito.
d) En coâgulos de distintas ”edades" o grados de envejecimien- 
to. Se prepararon baterias de coâgulos (con 0,250 ml de 
plasma) como anteriormente se ha descrito, dejândolos sumer 
gidos en su propio suero.
Unos coâgulos se sacaron en el momento inicial de su 
formacidn (coâgulos de "edad" 0), otros al cabo de 4 horas 
(coâgulos de "edad" 4), etc. La capacidad de lisis se si- 
guid por digestidn enzimâtlca con tripsina como en los ca­
sos anteriores.
11.10.- TECNICAS EXPERIMENTALES DE ESTUDIOS DE DIFUSION
Se ha estudlado la permanencia de plasmindgeno en el 
interior de coâgulos plasmâticos en funcidn de su "edad" o tiem 
po transcurrido desde la formacidn de los mismos. Se ha utiliz^ 
do plasmindgeno marcado ( I-Pg) midiéndose la radioactividad 
rémanente en el coâgulo en funcidn del tiempo.
Dichas medidas se han llevado a cabo en unas condicio­
nes gue permitieran contrôler la posible difusidn de plasmind­
geno desde el interior de los coâgulos al medio.
II.10.1.- Difusidn en un volumen limitado (concentra­
cidn exterior variable)
Distintos volûmenes de plasma (0,250 ml, 0,50 ml y
>>
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1,0 ml) se incubaron durante 30 mln con 10, 20 y 40 yl de
(8x10* cpm/yl). Se tomaron muestras de 20 yl para me6ir 
radioactividad. Se anadid cloruro câlcico y trombina dejando la 
mezcla dos horas a 25*C. Una vez formado el coâgulo, éste se 
despegd de las paredes del tubo y se sometid a la accidn de un 
campo centrlfugo de 1.500 xg durante 30 min.
Los coâgulos recidn formados o bien se dejaron en su 
propio suero o bien se pusieron en un volumen équivalente de 
tampdn fosfatos 0,0I8M, pH 7,8.
La radioactividad présente en el coâgulo se midid en 
el nramento inicial de su formacidn, transcurrldas 4, 8, 20, 22 
y 24 horas.
El porcentaje de material que difunde se calculd por 
diferencia de radioactividad en la mezcla inicial y radioacti­
vidad rémanente detectada en el interior del coâgulo.
II.10.2.- Difusidn en un volumen grande (concentracidn 
exterior constante)
Se procedid de la manera descrita anteriormente excep- 
to que los coâgulos reciân formados en lugar de permaneoer o 
en su propio suero o en un volumen equivalents de tampdn, se su 
mergieron en una cantidad abundante de plasma (100 ml).
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II.11.-MICROSCOPIA ELECTRONICA
Coâgulos de fibrina procédantes de fibrindgeno puro y 
de plasma se prepararon segün el raétodo de Kay y Cuddigan (143) 
para ser analizados por microscopfa electrdnica.
Una gota de una soluciÔn de fibrindgeno (6 mg/ml) o de 
plasma, se aplicd sobre una rejilla cubierta con Formvar y se 
coaguld con otra gota de trombina (150 unidades/ml). Despuês de 
dos minutes a 25°C las rejillas se lavaron con ClNa 0,15M-y se 
tineron con acetato de uranilo al 1% durante 5 min.
Las rejillas se lavaron con agua destilada y se seca- 
ron al aire durante 24 horas.
Las muestras se analizaron en un microscopio electrd- 
nico JEM lOOB (Japan Electrical Optical Laboratory Co) a dis­
tintos aumentos,
7^
CAPITULO III.- R E S Ü L T A D O S
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III.1.- INTERACCION PLASMINOGENO-FIBRINOGENO-FIBRINA:
ESTUDIOS EN SISTEMA PURIFICADO
III.1.1.- Unidn plasmindgeno-coâgulo de fibrina.
Aspectos macroscdpicos
Coâgulos preparados a partir de fibrindgeno y plasmi­
ndgeno puro, utilizando disoluciones de fibrindgeno 1 mg/ml 
(2,9 MM) y de plasmindgeno 0,1 mg/ml (1,1 yM) (relacidn Pg/Fg 
(p/p de 1/10), presentan despuês de centrifugados un aspecto 
blanquecino y compacte, como se puede ver en las fotografias de 
la Lâmina lA. El volumen de los coâgulos représenta aproxiraada- 
raente un 5-6% del volumen inicial de la mezcla. El tamano de 
los mismos es de 0,5±0,08, 0,8±0,1 y 1,4±0,1 cm, para 0,5, 1 y 
2 mg de Fg respectivamente, como se indica en la Lâmina IB.
El grado de estabilizacidn de los mismos, inducido por 
el factor XIII, se estudid por electroforesis, despuâs de redu- 
cir las muestras con g-mercaptoetanol, en geles de poliacrilami 
da al 5% en presencia de 0,1% de SDS, utilizando como estanda- 
res fibrindgeno y fibrina soluble. En la figura 4 se puede ob­
server la aparicidn de très bandas correspondientes a las cade­
nas polipeptldicas que se identifican como Aa, Bg y y para el 
fibrindgeno (144) y a, g y y para la fibrina (145) .
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LAMINA 1
Aspectos macrosc6plcos de coâgulos de fibrina
lii
Coâgulo de fibrina (1 mg Fg)
a - Coâgulo Sin manipuler, 
b - Coâgulo despegado. 
c - Coâgulo retraido. 
d - Coâgulo lavado.
Coâgulo retraido.
a - 0,5 mg Fg. 
b - 1 mg Fg.
c - 2 mg Fg.
-1^
BBAa
fibrinogeno
Y-Y fibrina soluble
ap
coagulo de fibrina
4"
FIGURA 4
Perfiles electroforéticos de muestras reducidas 
de fibrindgeno, fibrina soluble y coâgulo de
fibrina.
Electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% 
en presencia de SDS.
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En los coâgulos de fibrina establllzada se mantleÿie el 
nümero de cadenas 6 correspondientes al fibrindgeno original , 
sin embargo las cadenas y disminuyen notablemente y desaparecen 
parcialmente las cadenas a. En estas muestras aparecen dos nue- 
vas bandas electroforâticas de menor movilidad. Estas bandas co 
rresponden a dlmeros de cadenas y y a polimeros de cadenas a, 
lo cual es indicative del grado de estabilizacidn de la fibrina 
(146) .
En los coâgulos con las caracterîsticas descritas, for 
mados a partir de concentraciones de fibrindgeno de 1,4, 2,9 y 
5,8 yM y anadiendo al medio antes de coagular plasmindgeno a 
concentraciones de 0,55, 1,1 y 1,1 yM, de manera que la rela­
cidn Pg/Pg (p/p) fuera de 1/10, se ha cuantificado por mdtodos 
anallticos (utilizando TAME y S-2251) y radiactivos (^^^I-Pg) 
la cantidad de Pg unida al coâgulo de fibrina.
En la Tabla VIII vlenen exprèsados en tantos por cien- 
to los valores de plasmindgeno présentes en el sobrenadante (no 
unidos) detectados por mâtodos anallticos y en las condiciones 
descritas; asumiendo que el resto, equivalents al 60%, permane- 
ce unido al coâgulo.
La deteccidn del plasmindgeno unido al coâgulo de mo­
do directo, no ha sido posible tras sonicacidn del material in­
soluble; probablemente debido a que la "solubllizacidn" de los 
coâgulos por irradiacidn con ultrasonidos, o bien rompe o bien 
inactive el plasmindgeno.
La cuantificacidn del plasmindgeno présente tanto en 
el sobrenadante como en el interior del coâgulo, se realizd
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TABLA VIII
Plasmindgeno unido y no unido a fibrindgeno 
(fibrina)
A B C
en
0,
Sobrenadante
40 (TAME)
40(3-2251)
40*
- -
» Coâgulo 60* 50* 24*
* Detectado directamente mediante ^^^I-Pg.
utilizando mëtodo? radiactivos (^^^I-Pg). Los valores obteni­
dos se recogen en la Tabla VIII. A represents Pg en el interior 
de un coâgulo sin lavar, B de un coâgulo lavado parcialmente y 
C de un coâgulo lavado exhaustivamente como se describe en Mâ­
todos .
III.1.2.- Determinacidn de las constantes aparentes de 
asociacidn-disociacidn de los complejos 
Pg-Fg-Fn. Mâtodos anallticos
Para bajas concentraciones de plasmindgeno (de 0,05 
a 0,200 mg/ml) y una cantidad fija de fibrindgeno (1 mg/ml) se 
ha determinado la cantidad de plasmindgeno que se asocia a la 
fibrina al coagular los complejos con trombina.
El resultado de tal determinacidn, usando el sustrato 
TAME, viene expresado en la Tabla IX.
De los valores de plasmindgeno libre se han calculado
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TABLA IX
Cantidad de plasmindgeno no asociado a la fibrina 
(al coagular los complejos con trombina) , para 
bajas concentraciones de plasmindgeno y una cant^ 
dad fija de fibrindgeno.
Fibrindgeno
(moles)
Plasmindgeno total 
(moles)
Plasmindgeno libre 
(moles)
2,94xl0“® 5,5x10"? 2,2x10"?
7,7x10^? 3,0x10"?
11,1x10"? 4,8x10"?
11,1x10"? 4,3x10"?
22,2x10"? 10,0x10"?
22,2x10"? 9,0x10"?
los moles de plasmindgeno unido, lo cual ha permitido la deter­
minacidn de V, siendo v= ^^unido^^^total’ Mediante la represen- 
tacidn doble reciproca, se ha obtenido una recta (Figura 5) que 
obedece a la ecuacidn:
1/v = l/n + 1/nK^ X 1/P9iibre
Ajustada por minimos cuadrados presentaba un coeficien­
te de correlacidn de 0,985 con valores de l/n = 0,50 y 1/nK^ = 
1,79, con lo que se calculan las constantes aparentes de asocia 
cidn (K^ ) y disociacidn (K^), asf como una primera estimacidn 
del nûmero de sitios de unidn (n).
Los valores obtenidos han sido:
1/v
10
8
6
4
2
0 43 51 2
FIGURA 5
Representaciôn doble reciproca de la unldn 
plasmindgeno-fibrina.
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= 2,75 X 10^ m"^
= 3,58 X lO"* M
y nûmero de sitios de unidn (n) -2, lo que sugiere que el fi­
brindgeno présenta dos sitios de unidn para el plasmindgeno por 
molécula.
III.1.3.- Determinacidn de los sitios de unidn.
125Estudios de unidn I-Pg en presencia de
inhibidor
Para altas concentraciones de plasmindgeno (de 1,5 a 
11,4 uM) y una cantidad fija de fibrindgeno (1,4 yM), se ha de­
terminado la cantidad de plasmindgeno que se asocia a la fibri­
na al coagular los complejos con trombina.
El estudio se ha realizado por medidas de radiactivi-
125
dad utilizando I-Pg, lo cual ha permitido cuantificar el 
plasmindgeno que permanece unido al coâgulo tras lavado exhaus- 
tivo del mismo.
Estos experimentos se han llevado a cabo en presencia 
del inhibidor pancreâtico aprotinina (Trasylol), pues debido a 
la alta concentracidn de Pg utilizado y a la posible presencia 
de trazas de plasmina, se presentaron problemas de estabilidad 
de las muestras, lo que se refleja en la aparicidn de productos 
de degradacidn que pueden afectar a la coagulacidn de las mues­
tras con trombina. Los restiltados obtenidos se expresan en la 
Tabla X.
Por otra parte, la presencia del inhibidor no afecta
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a las propiedades de coagulacidn del Fg. Se comprobd que la 
cantidad total de fibrina obtenida no disrainuia por la presen­
cia de plasmindgeno y Trasylol, obteniéndose coagulabilidades 
de 95-97% del fibrindgeno inicial. Por otro lado, un estudio 
cinético de la agregacidn de fibrina realizado por espectrogra- 
f£a, a 350 nm, indica que la velocidad de coagulacidn no cambia 
con la presencia de dicho inhibidor.
De los valores expérimentales, se ha calculado v (v = 
^^unido^^^total^ y mediante representacidn doble reciproca (Fi­
gura 6) y de Scatchard (Figura 7) se han obtenido unas rectas 
que ajustadas por minimos cuadrados presentaban coeficientes de 
correlacidn de 0,99 y 0,97 respectivamente, siendo:
= 0,83 X 10^
' Xj = 1,2 X 10"S M -
y n = 2,4
III.1.4.- Estudios por ultracentrifugacidn analîtica 
de los complejos Pg-Fg; aspectos dinâmicos 
de la interaccidn
La interaccidn entre Fg y Pg en disolucidn se ha rea­
lizado por ultracentrifugacidn analîtica.
Dicho estudio se ha llevado a cabo a altas concentra­
ciones de plasmindgeno (de 1,3 a 10 uM) y en condicicnes seme- 
jantes a las empleadas en los experimentos de coagulacidn en 
presencia del inhibidor Trasylol, en una proporcidn Pg/Trasylol 
(en moles) de 1/2.
nl A
5
4
3
2
1
0 2 4 6 8 10
FIGURA 6
Representacidn doble reciproca de la unidn 
^^^I-plasmlndgeno a fibrina.
i/f
8 12 16 20 240 4
FIGURA 7
Representaciôn de Scatchard de la uniôn 
plasminôgeno a fibrina.
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Previo al estudio de la interaccidn entre dichos com- 
ponentes, se ha realizado una caracterizacidn tanto del fibri­
ndgeno como del plasmindgeno en presencia y ausencia del inhi­
bidor.
Los valores del coeficiente de sedimentacidn, en con­
diciones équivalentes a agua a 20*C, obtenidos para concentra­
ciones de Fg de 0,6 a 3 pM oscilan entre 7,2 y 7,79; valores 
iguales a los encontrados en la bibliograffa (147). En presen­
cia de Trasylol los valores obtenidos no varfan (Figura 8).
Los valores de coeficiente de sedimentacidn obtenidos 
para concentraciones de plasmindgeno de 1,3 a 10 pM, oscilan en 
tre 4,5 y 5,5, iddnticos a los descritos previamente (64, 76),
En presencia de Trasylol dichos valores no presentan 
variacidn (Figura 9).
Los valores de coeficientes obtenidos como resultado 
de la mezcla de dichos componentss vienen expresados en la Ta­
bla XI, donde se observa que no existe variacidn en los coefi­
cientes de sedimentacidn de los componentes ni en las concen­
traciones relatives de los mismos, en el intervalo estudlado.
Los perfiles de ambos componentes, tras hed>er sido so- 
metidos a un campo centrifugo de 60.000 rpm durante 30 min, se 
puede observar en la Figura 10.
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FIGURA 8
Perfiles de sedimentacidn a los 60 min
Plasmindgeno 
0,3 mg/ml
S® = 5,04 S
Plasmindgeno 
{0,3 mg/ml)
+ inliibidor 
(0,04 mg/ml)
* 5,1 S
iüi
l l i
iï
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FIGURA 9
Perfil de sedimentacidn a los 60 mln.
Fibrindgeno 
(0,5 mg/ml)
+ Inhibidor 
S» = 7,5 S
üMüimj
FIGURA 10
Perfll de sedimentacidn a los 30 mln,
Mezcla Fg-Pg . 
+ Inhibidor
PgrFg = 2:1 
(mol:mol)
SJg = 7,2 s
S|g ' “'5 S
m
^  #
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TABLA XI
Relaciôn Fg;Pg 
(mol;mel)
Se
Pg
Se
Fg
1:1 • 4,8 7,3
1:1,5 5,5 7,7
1:2 4,5 7,2
1:3 5,6 7,3
III.2.- INTERACCION PLASMINOGENO-FIBRINOGENO-FIBRINA.
ESTÜDIOS EN PLASMA HÜMANO
III.2.1.- Uniôn plasmln6geno-coâgulo de fibrina.
Aspectos macroscôpicos
Coâgulos de fibrina preparados a partir de plasma hu­
mane mediante adiciôn al mismo de trombina y calcio, presentan 
macroscôpicamente un aspecto amarillento y compacte después de 
su centrifugaciôn, cuande se les mantiene en su prepio suero, 
y mâs blanquecine tras seme.terles a lavado exhaustive (Lâmina 
2A) .
El velumen de les ceSgules représenta apreximadamente 
un 5-6% del velumen inicial de la mezcla. El tamane de les mis­
mo s es de 0,4±0,1, 0,9±0,1, 1,4+0,1 cm para 0,25, 0,50 y 1 ml 
de plasma respectivamente, cerne se indica en la Lâmina 2B.
Para cemprebar el grade de estabilizaciôn de les mis- 
mes, se realizô un estudie per electroforesis en geles de po-
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LAMINA 2
Aspectos macroscôpicos de coâgulos de plasma humano
Coâgulos de plasma (1 ml)
a - Coâgulo sln manlpular 
b - Coâgulo despegado 
c - Coâgulo retraldo 
d - Coâgulo retraido en suero 
e - Coâgulo retraldo en tàmpôn
Coâgulo retraido
a - 0,25 ml plasma 
b - 0,50 ml plasma 
c - 1 ml plasma
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liacrilamida al 5% en preséncia de 0,1% de SDS, previa reduc- 
ciôn con mercaptoetanol.
El densitograma de las muestras se puede observer en 
la Figura 11. Para obtener valores de masas moleculares de las 
distintas bandas electroforéticas en funciôn de su desplazamien 
to, se ban sometido al mismo tratamiento proteînas conocidaa, 
representando su movili<3ad frente al logaritmo decimal de su ma 
sa molecular. Las bandas se corresponden con cadenas g, dîmeros 
Y-Y y polîmeros de cadena a, lo cual es indicative del grado de 
polimerizaciôn (146) .
En coâgulos con las caracterlsticas descritas, forma- 
dos a partir de 0,25, 0,50 y 1 ml de plasma, se ha cuantifica-
do por métodos analîticos (sustrato S-2251) y radiactivos
125( I-Pg), la cantidad de plasminôgeno unido al coâgulo de fi­
brina.
Los valores de plasminôgeno detectados en suero (no 
unidos al coâgulo) por medio del sustrato S-2251 son en percen­
tage del orden del 89-90 del contenido en plasma. Este represen 
ta un 10-11% de plasminôgeno unido a la fibrina.
Los valores obtenidos por radiactividad, utilizando 
^^^I-Pg, vienen expresados en la Tabla XII. En A, se contô ra­
diactividad del coâgulo sin previo lavado del mismo; en B, tras 
lavado parcial, y en C, tras lavado exhaustive (vease Métodos).
41
dfi
10 m
0H •H3 «J
enw td
0 •T3
0
-s
1I—t
•H
(0 U
ig ü•o RI
•H •H toü r-l o9 0 ton D,<u Q)•O
* fl10 •HU « ü-P r:1 Cw « 4)« en <03 (Be C P
(U eu
0)T3 n C
•H d)
0) (0
O 0)O w
•H o
*> *M
oU M
o P
>w ü
O 0}
p •H
+J w
ü
(U
'—t (0
m o
on •H
(U JJ1—4 vg
•H e
y-i ta
u d(Deu a
- 92 -
TABLA XII
Plasminôgeno unido y no unido a fibrinôgeno 
(fibrina) plasmâtico.
Suero 89-90(3-2251)89-90*
(U
dP Coâgulo de 10-11* 
fibrina
8* 6-7*
* Valores obtenidos utilizando ^^^I-Pg.
III.2.2.- Determinaclôn de la constante aparente de 
disociaciôn plasminôgeno-fibrina
125La adiciôn de cantidades crecientes de I-Pg a un vo 
lumen constante (0,5 ml) de plasma, antes de coagular, ha permi 
tido determiner los parâmetros de asociaciôn del plasminôgeno 
en los coâgulos de fibrina.
En la Tabla XIII se recoge el suplemento de plasminôge 
no anadido al plasma y el porcentaje de plasminôgeno unido a la 
fibrina.
TABLA XIII
Fg Pg Suplemento Pg Pg unido
(UM) (uM) (%) %
3 1,1 0 10-11
1,51 37,5 13-10
1,92 75 11-12
2,33 112 12-11
2,75 150 15-12
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ÇTon estoa valores, y considerando dos el nûmero de si- 
tios de uniôn en fibrinôgeno para el plasminôgeno, se ha estima 
do por el método de la representaciôn doble recîproca la cons­
tante aparente de disoclaciôn del equilibrlo Pg X Fn (plasma),
-5siendo esta de = 4,8x10 M.
III.2.3.- Intercamblo plasminôgeno plasmâtico 
I-plasminôgeno
La mezcla plasminôgeno marcado y plasma se ha dejado 
en incubaciôn de 30 min a 4 h, antes de anadir trombina y cal­
cio para formar el coâgulo de fibrina.
Se ha observadb que el intercamblo entre el plasminôge 
no plasraâhico y el ^^^I-Pg ocurre de roanera râpida e irreversi­
ble. El plasminôgeno unido al coâgulo sln previo lavado del mis 
mo présenta un valor constante de 9,6 a 11%, tanto a los 30 min 
como a las 4 horas de incubaciôn.
III. 3.- MEGAN ISMO DE ACCION : ESTUDlOS CINETICOS DE FIBPINOI.ISIS
EN SISTEMA PURIFICADO
III.3.1.- Lisis de coâgulos por activaciôn externa del 
plasminôgeno; distintos modelos.
Se ha comparado la actividad del plasminôgeno en la fi 
brinolisis, cuando êste se encuenfcra localizado: dentro (reteni 
do en el coâgulo), fuera (anadido despuâs de retraido el coâgu­
lo) y mitad dentro-mitad fuera del coâgulo de fibrina, al acti-
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varlo con estreptoquinasa o uroquinasa desde el exterior del 
mismo.
El estudio se ha realizado con coâgulos de fibrina pre 
parados a partir de 1 ml de disoluciôn que tenlan concentracio- 
nes de fibrinôgeno entre 1,4 y 5,8 uM y concentraciones de pla^ 
minôgeno entre 0,055 y 2,2 pM, en relaciones plasminôgeno/fibr^ 
nôgeno (p/p) de 1/200 a 1/10.
La Figura 12 muestra los valores de la cantidad de fi­
brina lisada con respecto al total, exprèsada en porcentaje del 
total de fibrina, al activer con estreptoquinasa, y la Figura 
13 con uroquinasa en los très modelos indicados.
Se ven très zonas diferentes, una que corresponde al 
tiempo de latencia o tiempo en el cual aûn no se han liberado 
apenas productos de degradaciôn de la estructura de fibrina y 
por lo tanto no hay detecciôn apreciable de lisis; otro tramo 
lineal que corresponde a la liberaciôn constante de pêptidos y 
una tercera zona en la cual o bien se ha llegado a lisis total 
o la actividad delà enzima comienza a decaer.
En todas las relaciones plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) 
estudiadas, se han observado comportamientos cinéticos siraila- 
res de los très modelos, mostrando siempre una mayor eficacia 
en la lisis los coâgulos con el plasminôgeno dentro del mis­
mo .
Tambiôn, en todos los casos estudiados la velocidad de 
lisis observad.î es menor al activar con uroquinasa que con es­
treptoquinasa .
Las Tablas XIV y XV recogen los valores de velocidad
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TABLA XIV
Lisis de coâgulos de fibrina con plasminôgeno 
activado con estreptoquinasa.
Tiempo latencia 
(horas)
velocidad
%/h mg/h
pg dentro 1,5 24 0,24
pg dentro-
fuera 1,5 12 0,12
pg fuera 1,5 10 0,10
TABLA XV
Lisis de coâgulos de fibrina con plasminôgeno
activado con uroquinasa
Tiempo latencia 
(horas)
velocidad 
%/h mg/lï
pg dentro 1,5 18 0,18
Pg dentro-
fuera 1,5 10 0,10
pg fuera 1,5 7,5 0,075
de lisis (cantidad de fibrina lisada por unidad de tiempo) en 
los très modelos indicados, al activar con estreptoquinasa an 
una relaciôn estreptoquinasa/plasminôgeno (p/p) de 1/2, lo que 
équivale a 4 unidades de activador per unidad caseinolitioa de 
plasminôgeno (Tabla XIV) y con uroquinasa en la misma relaciôn 
de unidades (Tabla XV), para una concentraciôn 2,9 uM de fibri-
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nôgeno y relaciôn plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 1/10.
Efecto de la concentraciôn de plasminôgeno
Estudios cinéticos .de lisis de coâgulos con plasminôge 
no adsorbido, activando desde el exterior con el activador es­
treptoquinasa en una relaciôn estreptoquinasa/ plasminôgeno. (p/p) de 
1/2; manteniendo constante la cantidad de fibrinôgeno y para 
cantidades variables de plasminôgeno, muestran que la velocidad 
de lisis es proporcional a la cantidad de plasminôgeno anadido 
y que a partir de una relaciôn plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) 
de 1/50, la velocidad no expérimenta ningûn aumento.
En la Tabla XVI vienen recogidos los valores de velo­
cidad mâxima de lisis de coâgulos de fibrina obtenidos a partir 
de una concentraciôn de fibrinôgeno 2,9 uM.
La figura 14 muestra el porcentaje de material lisado 
transcurridas 2,5, 3 y 5 horas después de la adiciôn del activa 
dor para relaciones distintas plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p).
TABLA XVI
Lisis de coâgulos de fibrina para una concentraciôn 
fija de fibrinôgeno y cantidades variables de plas­
minôgeno en el medio antes de coagular. Activando 
desde el exterior con estreptoquinasa.
Pg Relaciôn Pg:Fg 
(p/p)
Velocidad 
rag Fn/h
5 1:200 0,10
10 1:100 0,15
15 1:75 0,20
20 1:50 0,25
50 1:20 0,25
100 1:10 0,25
20
10
e
horas
-O^
80
0
'S01 
■H
604
•H
M<U4J
I horas40 -O
2.5 horas
20
1:103 1 : 20 1:10 relaciôn
10 20 50
Pg/Fq(p/p) 
100 ug Pg/ tngFg
FIGURA. 14
Efecto de la concentraciôn de plasminôgeno en 
la lisj s de coâgulos de fibrina, manteniendo 
constante la relaciôn Ac/Pg.
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Efecto de la concentraciôn de activador
Estudios cinéticos realizados con plasminôgeno adsorb^ 
do en el coâgulo y activando desde el exterior con cantidades 
variables de estreptoquinasa muestran que la velocidad de lisis 
es proporcional a la cantidad de activador.
La lisis de coâgulos formados a partir de una concen­
traciôn 2,9 mM de fibrinôgeno y a los que se les ha anadido 
plasminôgeno en una relaciôn plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 
1/100 y de 1/50 activândolo con très cantidades de estreptoqui­
nasa distintas, muestran un comportamiento general semejante . 
Sin embargo, para cantidades de activador de 8 unidades/uni. c£ 
sein, de plasminôgeno, el tiempo de latencia se acorta conside- 
rablemente. La Figura 15 recoge el porcentaje de material lisa­
do al cabo de 3 hor’a's de haberse anadido el.activador a la diso 
luciôn que contenla el coâgulo.
III.3.2.- Acciôn de los inhibidores del plasma sobre la 
lisis de coâgulos de fibrina
Se ha estudiado la acciôn de los inhibidores procédan­
tes de un suero normal y de un suero con un contenido en anti- 
plasminas disminuido, diluido 50 veces (vease Métodos), sobre 
la lisis de coâgulos de fibrina con plasminôgeno adsorbido.
En la Figura 16 se recogen los resultadcs obtenidos 
utilizando una concentraciôn de fibrinôgeno 2,9 wM y una rela­
ciôn plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 1/75, activando la lisis
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con estreptoquinasa desde el exterior del coâgulo.
Cuando los inhibidores son solo los englobados en el 
coâgulo, se observa que la inhibiciôn es ligeramente mâs peque- 
na que cuando éstos se han anadido una vez formado el coâgulo. 
Cuando se utiliza suero disminuido, se observa que la inhibi­
ciôn es menor que con suero normal y que la velocidad de lisis 
es la misma cuando el coâgulo se ha obtenido en presencia de 
suero disminuido que cuando êste se anade al coâgulo una vez 
formado.
Los resultados de la lisis de coâgulos de fibrina con 
los inhibidores de suero diluidos en la relaciôn 1/50 (v/v) re- 
tenidos dentro del coâgulo se han comparado para concentracio­
nes distintas de activador (de 4 unidades a 12 unidades por 
unidad caseinolltica de plasminôgeno), produciêndose tanto con 
estreptoquinasa como con uroquinasa un aumento proporcional en 
la velocidad de lisis (Figura 17).
III.4.- f^CANISMO DE ACCION: ESTÜDIOS CINETICOS DE FIBRINOLISIS 
EN PLASMA HUMANO
III.4.1.- Lisis de coâgulos naturales por activaciôn 
externa
Se han realizado estudios de fibrinolisis en coâgulos 
de fibrina obtenidos a partir de distintos volûmenes de plasma 
humano normal, activândolos desde el exterior con dosià varia­
bles de activador.
Paralelos a estos estudios se han realizado cinâticas
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de lisis de coâgulos de plasma reconstituidos (vease Métodos).
La lisis se ha seguido determinando la fibrina que per
manece insoluble después de un cierto tiempo de incubaciôn des­
de que se activé el plasminôgeno. La cantidad de protelna que 
constituye el resto de coâgulo se mide después de degradarlo 
con tripsina.
En la Figura 18 vienen expresados los valores de lisis
(porcentaje de material lisado) en funciôn del tiempo, para coâ
gulos de 0,25 ml de volumen de plasma normal, activândolos en 
su propio suero (S) o en tampôn (T) tras lavado exhaustive del 
mismo con 25 ql de estreptoquinasa (4 unidades/unidad caseino­
lltica de plasminôgeno), Figura 18A; con uroquinasa en las mis- 
mas Condiciones (Figura 18B) y con plasma reconstituido y es­
treptoquinasa (Figura 18C).
Se observa una mayor eficacia en la inhibiciôn en pre­
sencia del propio suero respecto a los coâgulos en tampôn, con 
relaciones en las velocidades de lisis de 1,3 a 1,5 segûh sea 
estreptoquinasa o uroquinasa. Sin embargo, se observaron velo­
cidades de lisis, en estas condiciones, mâs prôximas a la situa 
ciôn "in vivo", velocidades por otra parte muy parecidâs acti­
vando con estreptoquinasa o con uroquinasa, = 1,15.
Finalmente, no se han encontrado diferencias signifi- 
cativas en la velocidad de lisis en un coâgulo de plasma racons 
tituldo (PR) (Tabla XVII).
4g I^
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FIGURA 18
Cinéticas de lisis de coâgulos de plasma normal 
{A, B) y de plasma reconstituido (C) por activa 
ciôn externa con estreptoquinasa y uroquinasa 
en su propio suero (S, SR) o en tampôn (T) .
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TABLA XVII
Velocidad
(%/hora)
Plasma P.R.
Tampôn
Suero
3,56 3,5 
2,81 2,8
Tampôn
Suero
3.12
2.13
Efecto de la concentraciôn de activador
La lisis de coâgulos de plasma actlvados en tampôn o 
en su propio suero no varia con la concentraciôn de activador 
(estreptoquinasa o uroquinasa)/ para valores de mâs de 4 unida­
des por unidad caseinolltica de plasminôgeno, existentes antes 
de la coagulaciôn; a partir de los cuales la velocidad se hace 
constante (Figura 19).
III.4.2.- Efecto de la concentraciôn de plasminôgeno 
en la lisis de coâgulos de plasma
Se han preparâdo coâgulos de plasma normal (como se 
indlcô en Métodos) al que se han anadido cantidades crecientes 
de plasminôgeno antes de coagular.
El resultado de la cinética de lisis, seguido por di- 
gestiôn con tripsina, tras lavado exhaustivo y activaciôn exter 
na con estreptoquinasa de los coâgulos, viene representado grâ- 
ficamente en las Figuras 20 y 21 para coâgulos de 0,25 ml de
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Influencia de la cantidad de plasminôgeno anadido 
al plasma, antes de coagular, en la lisis de coâ— 
gulos plasraâticos
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plasma.
Se puede observer que a partir de un valor de plasminô 
geno anadido prôximo al 66-70% del plasminôgeno présente en 
plasma (suponlendo una relaciôn nativa de 1 :1 0 ), la velocidad 
de lisis aumenta bruscaraente alcanzândose un valor constante, 
incluso para cantidades de 1 0 0 % a 2 0 0 % de plasminôgeno anadido 
respecto al fisiolôglco. La velocidad de lisis que se alcanza 
es comparable a la que se observô en coâgulos de fibrina (sis- 
tema purificado) en ausencia compléta de inhibidores para una 
relaciôn 1 :1 0 .plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 1 /1 0 .
III.5.- ESTUDIOS DE LA LISIS DE COAGULOS PLASMATICOS EN 
FUNCION DE SU GRADO DE ENVEJECIMIENTO
III.5.1.- Estudios cinéticos de lisis por activaciôn ex- 
trlnseca de coâgulos de dis tintas "edades"
Se ha estudiado la capacidad de fibrinolisis, inducida 
con estreptoquinasa, en coâgulos estabilizados obtenidos de 
plasma humano, a distintos tiempos o "edades" desde la forma- 
ciôn y retracciôn del coâgulo.
En la Figura 22 estân representados los resultados de 
las cinéticas de lisis, seguidas por digestiôn con tripsina, de 
la fibrina insoluble no lisada, de coâgulos plasmâticos (0,25 
ml de volumen) de "edades" comprendidas entre 0 y 6 6  horas. Los
resultados muestran una disminuciôn en la velocidad de lisis
con la edad del coâgulo que es pequena hasta 18 h (v.g= 0 ^
siendo v la velocidad mâxima de lisis de un coâgulo rec^»)^%&;
nsu
ê
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FIGURA 22
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"edad” coagulo (h
Decain.iento de la velocidad de lisis de coâgulos 
plasmâticos, en funciôn de su "edad" o grado de 
envejecimiento.
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(edad 0); para caer râpidamente a continuaciÔn ( 2^ ^= 0,3 v^) y 
anularse prâcticamente a 36 h.
III.5.2.- Estudlos de la unldn de plasaiindgeno al
coâgulo de flbrina en funoiôn de su "edad"
Se han preparado coâgulos de flbrina establlizada a 
partir de cantidades variables de plasma (0,25, 0,50 y 1 ml) 
tras adicidn al mismo de trombina e iones calcio. Despuës de la 
retracciôn, por centrifugaciôn y lavado exhaustive de los coSgu 
les, éstos se han sumergido en un volumen grande (100 ml) de 
suero o tampdn. El aspecto de los mismos transcurridas 24 y 
48 h es semejante macroscdpicamente al de coâgulos reciên pre- 
parados (Lâminas 3 y 4).
El grade de estabilizacidn de estos coâgulos de distin 
tas "edades" se ha comprobado, despuës de disolvsrlos por reduc 
cidn total en g-mercaptoetanol, por electroforesis en gel de po 
liacrilamida al 5% en presencia de 0,1% de dodecil suifato sô- 
dico.
El densitograma de las muestras fuë similar al obteni- 
do con coâgulos plasmâticos recientes (Figura 11) que corao ya 
se indicé, presentaba bandas electroforëticas identificadas co- 
mo dlmeros y-y y pollmeros up, lo cual es indicative de un alto 
grado de estabilizacién.
La unién del plasminégeno al coâgulo en funcién de su 
"envejecim;.ento” se ha realizado por medidas de radiactividad 
utilizando I-plasmin6geno.
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LAMINA 3
Aspectos raacroscépicos de coâgulos de 
plasma huraano: 24 horas de edad
I
Coâgulos retraidos en su propio suero 
y en tampén
a - 0,25 ml plasma 
b - 0,50 ml plasma 
c - 1,0 ml plasma
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LAMINA 4
Aspectos macroscôpicos de coâgulos de 
plasma humano: 43 horas de edad
Coâgulos retraidos en su propio suero 
y en tampén
a - 0,25 ml plasma 
b - 0,50 ml plasma 
c - 1,0 ml plasma
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La cuantificacién del plasrainégeno que permanece uni- 
do al coâgulo transcurridas de 4 a 24 horas de haber estado su- 
mergidos en cantidad abundante de suero, mostré que del plasmi- 
négeno presents en el coâgulo, tras lavado exhaustive del mis­
mo, transcurridas las 4 primeras horas quedaba el 60%, a las 22 
horas el 40% y ûnicaraente el 25% a las 24 horas.
Existe pues una pêrdida de plasminégeno con el tiempo 
desde el interior del coâgulo al medio, que dadas las condicio- 
nes de experimentaciôn, se podrîa définir como "difusiôn libre" 
(Tabla XVIII).
TABLA XVIII
Tiempo (h) 0 4 18 22 24
% Pg que 
difunde 0 40 43 60 75
Se puede ver que el tiempo critico de salida del plas- 
minégeno desde el interior del coâgulo al medio transcurre en­
tre las 18 y las 24 horas, observândose un paralelismo entre la 
pérdida de capacidad de lisis y las cantidades decrecientes de 
plasminôgeno que retienen los coâgulos (Figura 23) .
j n
4
100
3
2 SO
1
20
0
4 8 12 16 20 24 28 32 36
%
CiiH-Hi
Im
tiempo {horas)
FIGURA 23
Paralelismo entre el decairaiento de la velocidad 
de lisis (•) y la difusiôn de plasminôgeno (O).
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CAPITÜLO IV.- D I S C Ü S I O N
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El mécanisme de acciôn del sistema fibrinolîtico es 
una de las cuestiones sin resolver mâs controvertidas y de ma­
yor transcendencia en la patologia del sistema cardiovascular. 
Actualmente se consideran nûltiples hipôtesis al respecte entre 
las que sobresalen: Uniôn selective del plasminôgeno a la fibri 
na (Alkjaerslg, Pletcher y Sherry) (103). Uniôn selective del 
activador del plasminôgeno a la fibrina (Chesterman, Allington 
y Sharp) (105).
Tras el descubrlmiento de la a-antiplasmina y la una- 
nimidad al considerarla el principal y mâs râpido inhibidor de 
la plasmina, la hipôtesis de que la fibrina disocia a los corn- 
piejos plasmina inhibidores (Ambrus y Markus) (104), ha sido 
descartada.
Las hipôtesis vigentes no son mûtuamente excluyentes 
sino que todas ellas, aunque con distintas interpretaciones , 
coinciden en considerar el plasminôgeno que permanece unido o 
adsorbido al coâgulo de fibrina, como el mâs importante en la 
lisis.
Recientemente, Collen ha planteado un modelo molecular 
para la fibrinolisis fisiolôgica cuya base radica en la afini- 
dad del plasminôgeno (plasmina) hacia la fibrina (106) .
El presents trabajo, ha realizado un estudio con fi-
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brinôgeno puro de très modelos de acciôn del sistema plasminô- 
geno-plasmina, con el fin de obtener informaciôn sobre la efi- 
cacia del plasminôgeno en relaciôn con su lugar de acciôn. Para 
cuantificar y apoyar fisicoqulmicamente estos trabajos se reali 
zaron paralelamente estudios sobre la interacciÔn plasminôgeno- 
fibrinôgeno-fibrina.
Los resultados obtenidos en los très modelos siguientes:
a) Con el plasminôgeno presents antes de coagular el fibrinô- 
geno.
b) Con el 50% de plasminôgeno presents antes de coagular y el 
restante 50% anadido despuës de obtener el coâgulo.
c) Con el plasminôgeno anadido despuës de coagular y retraer 
el coâgulo#
indican que la lisis es mâs râpida con el sistema a) seguido 
por el b) y siendo el c) el mâs lento.
Esto demuestra que independientemente de las hipôtesis 
sugeridas como mecanismo fisiolôgico, el plasminôgeno es mâs 
eficaz cuando estâ localizado en el interior del coâgulo. Hecho 
que se cumple para todos los casos estudiados en este trabajo, 
utilizando concentraciones de plasminôgeno de 0#055 a 2,2 yM y 
para relaciones plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 1/200 ^ 1/10 
(las cuales incluyen las fisiolôgicas).
Los valores de velocidad mâxima de lisis, expresados 
en mg de fibrina lisada por hora, para relaciones plasminôgeno/ 
fibrinôgeno (p/p) de 1/10 y activando desde el exterior del coâ 
gulo con 4 unidades de activador por unidad caseinolltica de
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plasminôgeno, son 0,24 mg/h para el raso a); 0,12 mg/h para el 
b) y 0,10 rttg/'îi para el c) cuando el activador utilizado es es- 
treptoquinasa y 0,18, 0,10 y 0,075 cuando se activa con uroqui- 
nasa en los modelos a), b) y c) respectivamente.
Se observa que en las condiciones de estudio raenciona- 
das la estreptoquinasa es un activador mâs eficiente que la uro 
quinasa.
Por otro lado, en el modelo con el plasminôgeno prèsen 
te antes de coagular y activando desde el exterior con una rela 
ciôn fija plasminôgeno/estreptoquinasa (4 unidades activador 
por unidad caseinolltica de plasminôgeno), la velocidad de li­
sis es proporcional a la cantidad de plasminôgeno anadida hasta 
una relaciôn plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 1/50, a partir 
de la cual la velocidad se hace constante. Esto indica que la 
eficacia del sistema va a venir reglda no solamente por el lu 
gar de acciôn o localizaciôn del plasminôgeno y por la cantidad 
relatlva de plasminôgeno en el interior del coâgulo sino proba- 
blemente taunbiân por el proceso de activaciôn de la plasmina.
El aumento de la cantidad de activador en el modelo a) 
produce un aumento proporcional en la velocidad de lisis, lo 
que sugiere que esta velocidad depende tanto de la cantidad de 
plasminôgeno adsorbido en el coâgulo corao de la cantidad de ac­
tivador capaz de difundir al interior del mismo y originar pla£ 
mina.
Los procesos de lisis discutidos hasta ahora se origi- 
nan mediante activaciôn exôgena del plasminôgeno, utilizando co 
mo activadores estreptoquinasa y uroquinasa (ampliamente utili-
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zados con fines terapeûticos y profilâcticos (127)) y en un en- 
torno carente de inhibidores. Con el fin de aproximarse graduai^ 
mente a unas condiciones mâs seine jantes a las f isiolôgicas, se 
introdujo este otro factor, utilizando la acciôn inhibitoria 
del suero (148). Se emplearon los inhibidores procedentes de un 
suero normal y de un suero cuyos niveles de antiplasminas esta- 
ban disminuidos.
los inhibidores présentes en ambos sueros (a una dilu- 
ciôn 3/50 v/v) ejercen una potente acciôn inhibidora sobre la 
lisis de coâgulos de fibrinôgeno purificados. Los resultados ob 
tenidos implican que en el suero hay inhibidores que se adsor- 
ben al coâgulo ejerciendo asî su acciôn, pero que ademâs hay 
otros, o los mismos inhibidores (antiplasminas) que pueden di­
fundir al interior del coâgulo ejerciendo su acciôn inhibidora 
con tanta eficacia como el material adsorbido.
La acciôn conjunta de activadores e inhibidores (cuan­
do los inhibidores son los englobados en el coâgulo) muestra un 
aumento proporcional en la velocidad de lisis (de un 20% de ma­
terial lisado a las 5 h a un 40%) al incrementar la dosis de ac 
tivador de 4 unidades a 12 unidades de estreptoquinasa por uni­
dad caseinolltica de plasminôgeno, lo que confirma la importan- 
cia del proceso de activaciôn de la plasmina en la eficacia de 
la lisis.
El proceso global de lisis vendrâ pues regido por los 
siguientes procesos parciales;
- 123 -
1. a) Adsorciôn del plasminôgeno;
InteracciÔn fibrina con el plasminôgeno.
Pg + Pn Pg Fn
2. Proceso de activaciôn del plasminôgeno;
a) Difusiôn del activador.
b) InteracciÔn activador-plasminôgeno.
Pg + Ac AcPg -- - Pm + Ac
AcPg + Pg --*■ Pm + AcPg
3. Fibrinolisis.
Fn + PMi —  » PDF + Pm
4. Proceso de inhibiciôn;
a) Adsorciôn de los inhibidores de la plasmina:
InteracciÔn fibrina con los inhibidores.
I + Fn Fn I y Fn I + Pg Fn I - Pg
b) Difusiôn de los inhibidores al interior del coâgulo; 
InteracciÔn de los inhibidores con el plasminôgeno y 
plasmina.
Pg + I Pg i
Pm + I 7— - Pm I    Pm I
El estudio de la interacciÔn plasminôgeno-fibrinôgeno 
(fibrina) realizado de modo paralelo y complementario ha perrai- 
tido cuantificar y aportar informaciôn fisicoqufmica sobre el 
plasminôgeno englobado en los coâgulos.
A nivel de sistema purificado, actualmente no existe 
unanimidad sobre la cantidad de plasminôgeno adsorbido al coâgu
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lo de fibrina, existiendo en la bibliografla una gran disper­
sion de datos (139). Para analizar este tipo de resultados es 
precise considerar entre otros factores: el tipo de plasminôge­
no empleado y la manipulaciôn de los coâgulos para hacer los e^ 
tudios cuantitativos.
Sobre el tipo de plasminôgeno, existen resultados que 
demuestran que el Lys-plasminôgeno se une con mâs afinidad a la 
fibrina que el Glu-plasminôgeno, probablemente debido a la pre- 
sencia en este ûltimo del péptido de preactivaciôn (fragmente 
1-77) (101).
La importancia en la manipulaciôn de los coâgulos se 
pone de manifiesto en los resultados, en cierto modo contradic­
tories, de Gaffney (149) y Rampling (150, 151). Estos autores 
llegan a conclusiones diferentes respect© a la importancia del 
entrecruzamiento de la fibrina en la velocidad de lisis, compro 
bândose que las diferencias observadas son probablemente debi- 
das a la influencia de este factor en las propiedades mecânicas 
del coâgulo y por lo tanto en la manipulaciôn de los mismos se 
introduce© las condiciones para que la lisis sea distinta.
En nuestro trabajo se ha utilizado Lys-plasminôgeno y 
con el fin de eliminar caractères subjetivos o poco reproduci- 
bles en la manipulaciôn, los coâgulos se han retrafdo mediante 
centrifugaciôn a 1.500 xg durante 30 min en tubos de 1,5 cm de 
diâmetro, con lo cual se consiguen coâgulos idénticos entre si.
Otros factores que hay que considerar son; la manera 
de determiner el plasminôgeno unido, esto es: si la cantidad del 
plasminôgeno unido se obtiene por diferencia con el determinado
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en el sobrenadante, despuës de retracciôn; mldiendo el adsorbi­
do en el coâgulo como tal; si se utilizan proteînas marcadas 
( I-plasminôgeno o plasminôgeno marcado con tecnecio), o si 
el plasminôgeno unido se eluye del coâgulo con âcido hexanoico, 
etc.
En nuestros estudios, en sistema purificado y para ba- 
jas concentraciones de plasminôgeno, mediante mëtodos analiticos 
se ha cuantifIcado el plasminôgeno no unido y por diferencia con 
el total anadido se ha deducido el no unido. Mediante represen- 
taciôn doble recïproca, las constantes apaientes de asociaciÔn- 
disociaciôn de la interacciÔn:
Pg + Fn 7T7 Pg Fn
han dado unos valores de = 2,75x10^ M  ^y = 3,58x10 ® M, 
siendo dos el nûfnero de sitios que présenta el f ibrinôgeno para 
el plasminôgeno (coeficiente de correlaciôn 0,985).
Para relaciones plasminôgeno/fibrinôgeno (p/p) semejan 
tes a las fisiolôgicas (de 1/20 a 1/10), la cantidad de plasmi­
nôgeno adsorbido al coâgulo es del 60% del presente antes de 
realizar la coagulaciôn.
Al cuantificar por mëtodos radiactivos el plasminôgeno 
directamente unido al coâgulo, los valores obtenidos han sido 
60%, 50% y 24%, dependiendo del grado de lavado del coâgulo. El 
mâxirao valor obtenido entra dentro de los valores dados por 
Thorsen (152) en sistema purificado y cuantificando el plasminô 
çeno que queda en sobrenadante (no unido =35%). El valet mfnimo 
obtenido despuës de lavado exhaustive entra dentro de los valo-
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res dados por Lijnen (153) en sistema purificado con Lys-plas-
125minôgeno marcado con I, determinando radiactividad en coâgu­
lo (plasminôgeno unido = 25,4 1.1,1%) y Rackocsi (154)
(21,8 i 3%).
Dada la importancia de la interacciÔn plasminôgeno-fi- 
brinôgeno(fibrina), se abordô el estudio de la misma en condi­
ciones que se salen de la situaciôn fisiolôgica pero que perrai- 
ten aportar informaciôn a nivel fisicoqulmico. A altas concen­
traciones de plasminôgeno, se ha estudiado la uniôn plasminôge­
no-f ibrinôgeno (fibrina) por mëtodos radiactivos (^ ^^I-plasminô- 
geno) y la interacciÔn plasminôgeno-fibrinôgeno en condiciones 
de disoluciôn por ultracentrifugaciôn analîtica.
Estos experimentos se han realizado en presencia del 
inhibidor Trasylol para evitar una posible degradaciôn del fi- 
brinôgeno debido a las altas concentraciones de plasminôgeno 
empleadas y a la presencia de restes de plasmina.
El Trasylol, inhibidor utilizado por otros autores 
(155) para evitar lo anteriormente expuesto, en las concentra­
ciones empleadas inhibe la acciôn de la plasmina pero no altera 
las propiedades ni del fibrinôgeno ni del plasminôgeno, como se 
ha comprobado por ultracentrifugaciôn analîtica, ya que no se 
alteran los valores de los coeficientes de sedimentaciôn raedi- 
dos para el fibrinôgeno y plasminôgeno en presencia de Trasylol,
Con el fin de establecer con seguridad el nûmero de si 
tios de uniôn de plasminôgeno en la fibrina, se ha estudiado la 
adsorciôn del mismo en coâgulos obtenidos con relaciones fibri- 
nôgeno/plasminôgeno (M/M) de 1/1 hasta 1/8 cuantificândose el
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plasminôgeno libre y el plasminôgeno unido a la fibrina tras la­
vado exhaustive del coâgulo; con estos valores y mediante repre- 
sentaciôn doble recïproca y de Scatchard, se han obtenido unos 
valores de = 1,2x10  ^M y = 0,83x10^ M siendo los coe­
ficientes de correlaciôn de 0,996 (representaciôn doble reclpro 
ca) y de 0,974 (representaciôn de Scatchard).
En los estudios en ausencia de Inhibidor, se pudo ha­
cer una primera estUtaclôn del nûmero de sitios de uniôn (n) que 
posee el fibrinôgeno para el plasminôgeno, dicho valor fuâ de 
dos. Pero ésto no era mâs que una estimaciôn pues para la obten 
ciôn de este dato es iropresclndible llegar a niveles de satura- 
clôn de manera que se sobrepase la capacidad del sustrato de 
unlrse a la enzlma. Esta situaciôn de saturaciôn se consiguiô 
en estos estudios de uniôn con ^^^I-plasrainÔgeno pudlendo de es 
ta manera obtener dlcho valor con certeza. Mediante representa­
ciôn de Scatchard, el valor obtenido para n fuê de 2,4. La molé 
cula de fibrinôgeno posee dos sitios de uniôn para el plasminô­
geno, lo cual es lôgico consîderando la estructura simétrica 
del fibrinôgeno.
El ûnico dato aportado al respecto, es el dado por Ce- 
derholm Williams (156), el cual llega a la conclusiôn de que 
n=l. Esto no parece haber sido confirmado por otros autores 
(139) que sugieren un nûmero de sitios de uniôn del plasminôge­
no en la fibrina mayor que 1 sin especificar su valor exacto.
Los estudios realizados por ultracentrifugaciÔn anall- 
tica de la interacciÔn plasminôgeno-fibrinôgeno en las mismas 
condiciones en que se han hecho los estudios de uniôn a fibrina
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en presencia de Trasylol, indican que o bien dicha interacciÔn 
es lâbil y fâcilmente disociable o realmente no existe, ya que 
las mezclas plasminôgeno-fibrinôgeno no presentan variaciôn ni 
en los coeficientes de sedimentaciôn ni en las concentraciones 
relatives de protelna, separSndose las dos especies moleculares 
ya que sus coeficientes de sedimentaciôn son claramente distin 
tos.
En caso de darse una interacciÔn astable con una ciné- 
tica de disociaciôn no muy râpida entre ambos componentes, de- 
berîa de incrementarse el coeficiente de sedimentaciôn del fi­
brinôgeno y la concentraciôn de plasminôgeno libre obseryada ba 
jo los picos schlieren deberla ser menor que la anadida iriicia^ 
mente.
Asî pues, la interacciÔn plasminôgeno-fibrinôgeno no 
es évidente en presencia de Trasylol, si bien dada la naturale- 
za de la técnica de ultracentrifugaciÔn empleada, no signifies 
necesariamente que dicha interacciÔn no exista en absolute. Es­
to signifies que la adsorciôn al coâgulo debe de estar relacio- 
nada fundamentalmente, en este caso, con la interacciÔn del 
plasminôgeno con la fibrina insoluble.
Un paso mâs para lograr una aproximaciôn mayor al ni­
vel de complejidad de las condiciones fisiolôgicas, es el estu- 
dio del sistema fibrinolîtico a nivel plasmâtico.
Estudios cinéticos de fibrinolisis en coâgulos de plas^  
ma por activaciôn externa con estreptoquinasa y uroquinasa po- 
nen de manifiesto que existe un paralelismo entre los modelos 
plasmâticos (coâgulos de plasma normal activado en tampôn o en
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su propio-suero y coâgulos de plasma reconstituido) y los mode­
los vistos en sistema purificado en presencia de inhibidores.
De velocidades de lisis del orden de 25 (% material li 
sado por hora) observadas en sistema purificado, sin inhibido­
res, se pasa a velocidades ocho veces mâs bajas con coâgulos ob 
tenidos de plasma "normal". Observândose ademâs que, transcurr_i 
das las 24 h desde su activaciôn, se llega a un plateau, no al- 
canzândose nunca la lisis total.
Se observa una mayor eficacia en la inhibiciôn en pre­
sencia del propio suero respecto a los coâgulos lisados en tam­
pôn. Esto implica que existe una acciôn de inhibidores que di- 
funden desde el exterior del coâgulo, y dismlnuyen notablemente 
el efecto del plasminôgeno adsorbido.
Como en elcaso del sistema purificado, la estreptoqui­
nasa présenta una mayor eficacia en la lisis que la uroquinasa, 
sin embargo aunque las dosis empleadas de activador son teôri- 
camente de la misma magnltud, no se produce un efecto acelera- 
dor en la velocidad de lisis al aumentar la proporciôn de ac­
tivador. Una posible explicaciôn de esta diferencia con lo ob- 
servado en sistema purificado, estâ en que las proporcicnes re­
latives activador/plasmlnôgeno son del orden de seis veces ma- 
yores, dada la pequena cantidad de plasminôgeno adsorbido en el 
coâgulo de plasma.
Con miras a una posible proyecciôn profilâctica en el 
campe de la Medicina, se modificaron las dosis o cantidades de 
plasminôgeno en el plasma para conseguir una lisis total de coâ 
gulos plasmâticos.
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Al anadir al plasma cantidades crecientes de plasminô­
geno antes de coagular con Ca^^ y trombina, se observô un lige- 
ro aumento en la velocidad de lisis inducida con estreptoquina­
sa. Aumento proporcional a la cantidad de plasminôgeno en el 
plasma y en el interior del coâgulo, hasta llegar a una concen­
traciôn équivalente a 50-60% en exceso del plasminôgeno fisiolô 
gico (Cpg = 0,32 mg/ml de plasma) para la que se produce un in- 
cremento notable y brusco en la velocidad de lisis, que por 
otra parte, no sigue aumentando por la presencia de cantidades 
mayores de plasminôgeno en el plasma. Esto implica que existe 
una proporciôn de plasminôgeno limite a partir de la cual la 1^ 
sis no aumenta y que una cantidad muy prôxima a este limite es 
capaz de neutralizar la acciôn de los inhibidores, puesto que 
la velocidad de lisis conseguida es del mismo orden de la obser 
vada en un sistema purificado en ausencia de inhibidores.
Se ha encontrado que el principal inhibidor de la plas 
mina, la a^-antiplasmina, se asocia a la fibrina existiendo una 
diferencia de 0,016 ±. 0,004 mg/ml entre la cantidad observada 
en plasma (0,069 i 0,006 mg/ml) y la medida en suero (0,053 i 
0,007 mg/ml) (157). La cantidad en exceso en el plasma de un 
60%, produce un aumento de plasminôgeno en el coâgulo de 1 ml 
de plasma de alrededor de 0,016 a 0,019 mg, équivalentes a 
1,8-2,7x10  ^moles, que corresponden a los aproximadamente 
2,3x10 de a^-antiplasmina adsorbida, lo que sugiere una neu- 
tralizaciôn del inhibidor. por el exceso de plasmina introducido 
en el coâgulo.
En relaciôn con estos hechos hay que senalar que en el
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presente ^ rabajo se ha demostrado que alrededor de un 40% del 
plasminôgeno retenldo por el coâgulo de plasma estâ unido de un 
modo distinto a la fibrina que el restante 60%. Este plasminôge 
no es mâs fâcilmcnte disociable puesto que en los experimentos 
realizados con coâgulos de distinta edad se viô que difundia al 
medio râpidamente, y lo que puede ser mâs significativo, su pâr 
dida no modificaba la capacidad de lisis del coâgulo cuando se 
activaba desde el exterior con estreptoquinasa. En otras pala­
bras, este 40% del plasminôgeno no parece eficaz en la lisis , 
lo que sugiere su asociaciôn al coâgulo probablemente a través 
del inhibidor Uj-antiplasmina como proponen Aoki y Sakata (157, 
158) .
Si ésto es as£, la cantidad necesaria para neutralizar 
toda la antiplasmina adsorbida en el coâgulo, suponiendo que se 
raantiene la prcporci&i del 40%, deberia de ser en interior del 
coâgulo 0,036 mg por ml de plasma coagulado, lo que se logra 
precisamente anadiendo un exceso del 60% de plasminôgeno al 
plasma normal. En otras palabras, el 40% de los 0,036 mg de 
plasminôgeno adsorbido en estas condiciones equivaien a los 
2,3x10  ^ moles de Oj^antiplasmina que existen en el coâgulo.
Este suplemento de plasminôgeno podria ser de gran uti 
lidad a la hora de dosificar los actuales regfmenes en terapia 
trombolîtica, especialmente en aquellos casos en los que un tra 
tamiento con anticoagulantes no estâ indicado. Kakkar (159) en 
uno de sus multiples trabajos sobre terapia trombolîtica pone 
de manifiesto que un régimen intermitente de estreptoquinasa y 
plasminôgeno es mâs eficiente en la lisis de trombos venosos
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que un régimen de estreptoquinasa sola, observândose una lisis 
compléta de trombos en el 55% de los pacientes tratados con tal 
régimen. Las dosis adrainistradas actualmente, asî como la mane­
ra de hacerlo, estân aûn en estudio y los datos aqui aportados 
podrian contribuir a un mejor conocimiento del problems.
Como en el caso del sistema purificado, para cuantifi- 
car y apoyar fisicoqulmicamente estos trabajos a nivel plasmât^ 
CO; se realizaron paralelamente estudios sobre la interacciÔn 
plasminôgeno-fibrinôgeno(fibrina). La cuantificaciôn de plasmi­
nôgeno présente en suero no es un dato bien establecido en la 
bibliografla, existiendo ûnicamente estimaciones iraprecisas.
Una de las razones de ésto ha sido la carencia de méto 
dos (sustratos) especificos para la detecciôn de pequenas cant^ 
dades de plasmina en un medio rico en enzimas de acciôn semejan 
te. En la actualidad existen sustratos (ej. S-2251) que permi- 
ten detectar de manera especifica pequenas cantidades de plasmi 
na (plasminôgeno activado).
En nuestro estudio, la determinaciôn del plasminôgeno
présente en suero y unido al coâgulo de fibrina se ha realizado
tanto por métodos analiticos enzimâticos (sustrato S-2251) como 
125radiactivos ( I-plasminôgeno), comprobândose que en dicha de­
terminaciôn van a influir distintos factores taies como la mani 
pulaciôn del coâgulo.
La determinaciôn en nuestro caso del plasminôgeno pre­
sents en suero ha dado siempre valores del orden de 89-90% del 
existente en el plasma, deduciéndose que del 10 al 11% del pla£ 
minôgeno estâ englobado en el coâgulo.
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Autores como Hedner (160) , Ogston (161), Gottlob (162) 
y recientemente Sarji (163), afirman que el nivel de plasminôge 
no es el mismo en suero y en plasma al no encontrar diferencias 
significativas en uno y otro medio. Debido a que la cantidad de 
plasminôgeno que permanece unido al coâgulo es realmente peque­
na y que el volumen real del coâgulo puede no ser despreciable, 
es necesario ajuster mucho la metodologïa utilizada en el senti 
do de hacerla reproducible para la detecciôn de plasminôgeno y 
encontrar diferencias significatives. Por otro lado, en el caso 
de los coâgulos de plasma obtenidos con trombina, en presencia 
de Ca^^, el volumen "hidratado" del coâgulo puede représenter 
alrededor del 5-6% del volurnen del plasma Inlclal, lo que haria 
todavia mâs pequena la diferencia de concentraciones de plasmi­
nôgeno en plasma y suero.
En nuestro trabajo, el cuantificar directamente este 
plasminôgeno unido al coâgulo no ha sido posible usando el sus­
trato S-2251, tras sonicaciôn del mismo, posiblamente el efecto 
de la sonicaciôn inactiva o altera al plasminôgeno de tal mane­
ra que no es detectable. Por otro lado la presencia de cantida­
des apreciables de antiplasmina (158) équivalentes a un 40% del 
plasminôgeno todavia hace mâs dificil en este caso el encontrar 
cantidades medibles de plasmina por anâlisis enzimâtico.
La cuantificaciôn del plasminôgeno unido al coâgulo 
por mëtodos radiactivos, ha dado valores de 10-11%, 8% y 6-7% 
dependiendo del grado de lavado, valores semejantes a los obte­
nidos por el mismo método por Rackoczi (154) antes (9,4 t. 0,5%) 
y despuës de eluir con 6-amino hexanoico (4,4 — 0,9%) .
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La primera observaciôn es un cierto paralelismo entre 
el sistema purificado y los coâgulos del plasma, sobre la impor 
tancia del grado de lavado en la cuantificaciôn del plasminôge­
no. La segunda observaciôn es la pequena cantidad de plasminôge 
no unida a la fibrina. De los valores normales en plasma: fibr^ 
nôgeno (6 WM), plasminôgeno (2 uM) y a^-antiplasmina (1 yM) y 
considerando que el 30% del plasminôgeno circulante estâ secue£ 
trado por la tt2 -antiplasmina (164), se deduce que para que sôlo 
el 10% del plasminôgeno se una a la fibrina, la Kg = —
deberia de ser del orden de 8,8xl0” M^.
Vimos que en sistema purificado los valores de la Kg
de la interacciÔn fibrina-plasminôgeno eran de 3,58xlO’'^M y 
-51,2x10 M. Con estos valores el porcentaje de plasminôgeno uni­
do a la fibrina deberla de ser el 63% en el primer caso y 41% 
en el segundo caso.
Por otra parte, al anadir al plasma cantidades crecien 
tes de ^I-plasminôgeno se ha cuantificado el plasminôgeno un^ 
do a la fibrina obteniêndose en estas condiciones una Kg de 
4,8xl0"^M.
El hecho de que la proporciôn de plasminôgeno unido a 
fibrina en plasma sea muy baja, puede explicarse por un efecto 
combinado del inhibidor Ug-antiplasmina y de otras proteinas 
plasmâticas como la glicoproteina rica en histidina, tal como 
indica Lijnen (165). Un plasminôgeno carente de los sitios de 
uniôn Lys, empleados en la interacciÔn con ambas proteinas en 
el plasma, no se une a la fibrina pero si se une en el sistema 
purificado, lo que indica que otras proteinas plasmâticas deben
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de estar implicadas en el proceso de uniôn plasminôgeno-fibri­
na corao sugiere Suenson y Thorsen (155).
A nivel de interacciÔn plasminôgeno-fibrinôgeno se ha 
visto que la uniôn entre plasminôgeno y el fibrinôgeno plasmâti^ 
co no debe ser muy fuerte pues el intercambio entre el plasminô 
geno plasmâtico y plasminôgeno marcado anadido se realiza de 
una manera râpida. 0 en otros tôrminos, la interacciÔn en fase 
de disoluciôn entre el plasminôgeno y el fibrinôgeno es mâs dé- 
bil y fâcilmente disociable que la interacciÔn plasminôgeno-fi- 
brinôgenOf como han sugerido otros autores (106, 166) .
Otra de las cuestiones mâs crîticas y urgentes aûn sin 
resolver sobre el sistema fibrinolîtico es el hecho de que los 
trombos se hacen progrèsivaunente mâs résistantes a los efectos 
de agentes trombolîticos a medida que envejecen (159, 167) de 
manera que, la edad de los trombos es uno de los factores mâs 
decisivos a la hora de considerar una respuesta eficaz a terapia 
trombolîtica.
El grado de entrecruzamiento de la fibrina (149) la 
acciôn del inhibidor Ug-antiplasmina (158) , etc, han sido fac­
tores estudiados en relaciôn con tal hecho sin llegar a ningûn 
resultado concluyente.
Los resultados obtenidos en el présente trabajo han 
puesto de manifiesto una clara relaciôn entre; susceptibilidad 
a la lisis y contenido en plasminôgeno del coâgulo.
Por esta razôn se estudiô el efecto de la edad en este 
doble aspecto empleando coâgulos estabilizados de fibrina proce^ 
dentes de plasma, pues dichos coâgulos son los mâs prôximos a
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lo que realmente ocurre en el organisme. Los resultados de la 
cinética de fibrinolisis, por activaciôn extrînseca de coâgulos 
lavados de distintas edades o grados de envejecimiento, mues- 
tran una disminuciôn en la velocidad de lisis con la edad del 
coâgulo. De manera que la velocidad observada con un coâgulo de 
18 horas es ligeramente inferior a la que se observa con un coâ 
gulo reciente (v^g 0,8 v^), decayendo bastante a las 24 h 
(Vgj 0,3 Vg). Sin embargo, a las 36 h de forraados los coâgu­
los no se lisan en absolute.
El decaimiento observado en la capacidad de lisis se 
ve pues bruscamente acelerado cuando los coâgulos estân entre 
edades de 18 a 24 horas. Segûn distintos autores, se observa 
una disminuciôn évidente en la fibrinolisis de trombos natura- 
les para tiempos comparables a los observados en este trabajo y 
la explicaciôn de este efecto se ha atribuido a distintas cau­
sas taies como: retracciôn del coâgulo, grado de entrecruzamlen 
to, etc, factores que posiblemente contribuyen pero no represen 
tan la causa directs.
Gottlob (168) demostrô que a las 24 horas de la forma- 
ciôn de un trombo, se produce una retracciôn del mismo acompana 
da de cambios morfolôgicos y de reducciôn de su contenido de 
agua. Por otra parte, Gaffney sugiere que la resistencia a la 
lisis se debe al grado de entrecruzauniento de la fibrina (149) 
sugerencia no corapartida por Rampling (150), como hemos senala- 
do anteriormente.
Estudios paralelos realizados para cuantificar el pla£ 
minôgeno présente en estos coâgulos de distintas edades, mues-
- 137 -
tran que .del plasminôgeno retenldo por el coâgulo, tras lavado 
exhaustive del mismo, el 60% estâ aûn presente transcurridas 4 
horas, el 40% a las 22 horas, quedando sôlo el 25% a las 24 ho­
ras. Existe pues una difusiôn del plasminôgeno desde el inte­
rior del coâgulo al medio, y esta difusiôn estâ acelèrada de 
las 18 a las 24 horas. Existe pues un claro paralelismo entre 
la pérdida de capacidad de lisis y las cantidades decrecientes 
de plasminôgeno que retienen los coâgulos, lo que sugiere un pa 
pel importante de éste en la fibrinolisis de los mismos. Por 
lo tanto, una de las razones que van a influir en la resisten­
cia a la lisis de coâgulos envejecidos es el haber perdido gran 
parte de su plasminôgeno interno, que por otra parte es el mâs 
crftico en la lisis como se ha demostrado.
La cinética de decaimiento de la capacidad de lisis pa 
rece sugerir que hay un plasminôgeno que no estâ igualmente ad­
sorbido (40%) y que no es eficaz en la fibrinolisis, ya que és- 
ta no cambia con su difusiôn al medio, y que el otro 60% si es 
eficaz pues a medida que va dlfundiendo, la velocidad de lisis 
se ve drâsticamente dlsminuida.
La caida brusca de la cinética parece también sugerir 
que ademâs de esta pérdida de plasminôgeno interno hay otros 
fenômenos implicados en el proceso. Considerando que estamos an 
te un coâgulo de plasma en el cual estân présentes un sistema 
complejo de inhibidores y considerando los resultados obtenidos 
a nivel de mecanismo de acciôn, podrîamos sugerir un modelo en 
el cual dentro del coâgulo existe un plasminôgeno que puede ex- 
presarse y otro plasminôgeno que por estar bajo el efecto de
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los inhibidores no puede hacerlo.
Aoki y Sakata (157) en unos estudios realizados con el 
fin de ver la influencia de la aj-antiplasmina en la absorcidn 
de plasmindgeno a fibrina, sugieren que el plasmindgeno se une 
a la fibrina de dos formas, una a través de la ag-antiplasmina 
y otra directeunente bajo el siguiente esquema:
Fn
I |^2~^ \ y /  Pg 
•
Segûn este modelo, podrla ocurrir que con la "edad", 
el plasminôgeno difunde, comenzando a difundir el plasminôgeno 
que estâ asociado a la antiplasmina con lo cual la disminucidn 
en la velocidad de lisis no muestra grandes cambios, pero a par 
tir de cierta edad (=18 horas) comienza a difundir el plasminô­
geno realmente disponible, que aparté de ser el causante de la 
lisis, difunde con mayor rapidez, con lo cual la velocidad de 
lisis se ve bruscamenbe disminuida.
La razôn por la cual tiene lugar esta difusiôn acele- 
rada al exterior del coâgulo despuês de 18 horas y no de un mo­
do creciente y continuo como cabrîa esperar de un proceso de di 
fusiôn simple, no estâ clara. La propia cinôtica de la difusiôn 
sugiere un cambio en la interacciôn plasminôgeno-fibrina debido 
a una modificaciôn a nivel molecular (o cambio conformacional) 
o simplements a una competencia por el sitio de uniôn que ocu- 
rre precisaunente despuês de 18 horas, en las condiciones estu- 
diadas, y que hace que en pocas horas mâs, prâcticamente todo
- 139 -
el plasminôgeno saiga del coâgulo.
Por otro lado, los resultados obtenidos con sistema pu 
rificado sugieren que la difusiôn hacia el interior del coêgulo 
del plasminôgeno no existe o estâ muy dificultada o de exlstir 
no es eficaz desde el punto de vista de la fibrinolisis. Esto 
podrla expllcar que el plasminôgeno adsorbido pueda salir del 
coâgulo pero no intercambiarse con el externo a pesar de que 
la concentraciôn relative del plasminôgeno en el exterior del 
coâgulo sea mayor que en el interior del raismo.
El envejecimiento del coâgulo implica la pérdida casi 
total del plasminôgeno y por consiguiente cualquier intcnto de 
lisar el mismo ha de basarse en la activaciôn del plasminôgeno 
externo que se ha visto es mucho menos eficaz.
JhC
CAPITULO V.- C O N C L U S I O N E S
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1 - Independientemente de las hlpôtesis sugeridas como mecanis-
mo fisiolôglco, el plasminôgeno es mâs EFICAZ en la lisis 
del coâgulo cuando estâ en el interior del mismo, al activer 
desde el medio con estreptoquinasa o uroquinasa.
Por otro lado, la lisis es proporclonal a la cantidad 
de acttvador, siendo mâs râpida con estreptoquinasa que con 
uroquinasa para las misroas concentraciones relativas de ac- 
tivador.
2 - La velocidad de lisis, para una concentraciôn dada de acti-
vador externo, es proporclonal a la concentraciôn relativa 
de plasminôgeno frente a fibrinôgeno hasta un valor plasmi- 
nôgeno/fibrinôgeno (p/p) de 1:50, a partir de la cual la ve 
locidad se hace constante.
3 - La acciôn inhibitoria del suero en la lisis es debida a la
presencia de inhibidores que se adsorben al coâgulo y a 
otros (o los mismos) inhibidores que difunden al interior 
del mismo.
La velocidad de lisis en presencia de los inhibidores 
adsorbidos aumenta proporciona],mente a la cantidad de activa 
dor anadido externamente, como en ausencia de inhibidores.
4 La interacciôn plasminôgeno-fibrina, cuando el fibrinôgeno
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se coagula en presencia de plasminôgeno, présenta una cons 
tante de disociaciôn = 3,58x10 (coâgulos no lavados). 
Para altas concentraciones de plasminôgeno (hasta 8 mo
les de plasminôgeno/mol fibrinôgeno) y en presencia de Tra-
-5
sylol (inhibidor de la plasmina) , se observa una K^l,2xlO M 
(coâgulos lavados exhaustivamente).
Con coâgulos de plasma complete, la Kp = 4,8x10 (coâ 
gulos no lavados).
La interacciôn en disoluciôn entre el plasminôgeno y 
el fibrinôgeno, en sistema purificado, no es detectable por 
ultracentrifugaciôn analltica.
5.- La fibrina posee dos sitios de uniôn para el plasminôgeno, 
lo que estâ de acuerdo con el carâcter dlmérico de la molé- 
cuia.
6.- Existe un paralelismo entre las cinéticas de lisis de coâ­
gulos plasmâticos y coâgulos de fibrina purificada en pre­
sencia de inhibidores. La velocidad de lisis en dichos coâ­
gulos disminuye ocho veces con respecto a coâgulos de fibr^ 
na en ausencia de inhibidores, no alcanzândose nunca su li­
sis total.
La lisis es ligeramente mâs râpida con estreptoquinasa 
que con uroquinasa para las mismas concentraciones relati­
vas de activador a diferencia de lo observado con fibrina 
purificada. Sin embargo, las cantidades relativas de activa 
dor utilizadas en los coâgulos de plasmina son lo suficien- 
temente elevadas para que no se observe ningûn aumento en
— 14 3 —
la ve.locidad de lisis al aumentar la concentraciôn de acti­
vador .
7 - Como en el caso de sistema purificado se observa un retraso
en la lisis de coâgulos de plasma por la acciôn de inhibido 
res que difunden desde el exterior al coâgulo. Lo que de- 
muestra tambiân en este caso que los inhibidores de la li­
sis, en parte se adsorben en el coâgulo y en parte difunden 
eficazraente al interior del mismo.
8 - La adiciôn al plasma de cantidades crecientes de plasrainôge
no antes de coagular con Ca^^ y trombina, produce un aumen­
to proporclonal en la velocidad de lisis, asi como en la 
cantidad de plasminôgeno adsorbido. Sin embargo, una concen 
traciôn en exceso del 50-60% del plasminôgeno fisiolôgico 
(concentraciôn total * 0,32 mg/ml de plasma) produce un in- 
cremento brusco y notable en la velocidad de lisis (disolu­
ciôn total en = 5 horas), que por otra parte, no sigue aumen 
tando al anadir cantidades mayores de plasminôgeno al plas­
ma .
El exceso de plasminôgeno en plasma, necesario para ob 
servar este efecto, produce un incremento de plasminôgeno 
en el interior del coâgulo equivalents a la cig-antiplasmina 
adsorbida en el mismo.
9.- Coâgulos de plasma de distintas edades (tiempo desde su for 
maciôn) muestran una disminuciôn en la velocidad de lisis 
por activaciôn externa con estreptoquinasa.
La capacidad de lisis decae bruscamente para edades de
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18 a 24 horas, anulândose prâcticamente para edades superio 
res a 36 horas.
10.- Se demuestra una difusiôh del plasminôgeno desde el interior 
del coâgulo al medio que estâ acelerado entre las 18 y las 
24 horas, haciéndose muy pequena la cantidad de plasrainôge- 
no adsorbido en el coâgulo para tiempos mayores. Existe , 
pues, un claro paralelismo entre la pérdida de capacidad de 
lisis y las cantidades decrecientes de plasminôgeno que re- 
tienen los coâgulos.
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APENDICE I.- FORMACION DE FIBRINA
“ 162 —
1.- Esquema de polimerizacién de acuerdo con los datos 
estructurales y los obtenidos por microscopia electrônica 
(R.F. Doolittle: Scientif. Amer. 245, 92 (1981)).
r-r'
Fibrinôgeno (a) se transforma en monômero de
fibrina (b) . Estos njonôraeros se agregan segün 
(c) para forraar polimeros intermedios (d) que 
a su vez se asocian lateralmente para dar lu­
gar a la fibra de fibrina (e) que constituye 
la trama del coâgulo.
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2.- Microscopîa electrdnica de fibrina procédante de 
fibrlnôgeno puro.
20.000 aumentos
60.000 aumentos
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60.000 aumentos
80.000 aumentos
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3.” Microscopîa electrônica de fibrina procédante de 
plasma humano.
60.000 aumentos
— 166 “
é & a 50:3
6.000 aumentos
if â  tt 5 B ( E
S
8.000 aumentos
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APENDICE II.- LISTS DE FIBRINA
— 168 —
1 Esquema de lisis de coâqulos de fibrina estabili- 
zada por acci6n de la plasmina (R.F. Doolittle: Scientif. Amer. 
245, 92 (1981)) .
La enzima tiene fâcil acceso a las zonas de la molécu- 
la "coiled-coil" . El fragmento D^ E es el product© final de 
la digestiôn con plasmina.
(4
2.- Aspectos macroscdpicos de flbrinolisls.
Lisis de fibrina procedente de fibrinôgeno puro (A) y 
de plasma humano (B).
m
a
4 B
